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Uber die Wirkung von Natriumglykocholat bei der Verseifung 
von Glyeeriden durch Pankreasextrakt. 
Von 
K. Holwerda. 
(Eingegangen am 22. Dezember 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Einleitung. 


Im Gegensatz zu friiheren Auffassungen wurde in einer voran- 
gehenden Abhandlung! dargelegt, daB die Konstitution der Triglyceride, 
wenigstens bei den Glyceriden der héheren Fettsiuren (C, und folgende 
Glieder) keinen direkten EinfluB8 auf die Geschwindigkeit der Fett- 
verseifung durch Pankreasextrakt hat. Es zeigte sich aber, daB die 
Konstitution der Triglyceride (ohne Zusatz von Natriumglykocholat) 
insofern einen starken indirekten EinfluB ausiibt, als die gebildeten 
Reaktionsprodukte (Seifen und Fettsaéuren) den Verseifungsvorgang in 
sehr verschiedenem Mabe hemmen. 

Es erhebt sich nun die Frage, wie sich der EinfluB dieser Stoffe bei 
Zusatz von Natriumglykocholat andert; dabei kénnte vielleicht der 
Umstand wichtig sein, daB die Na-Seifen mit den gallensauren Salzen zu 
der Bildung von Assoziationsprodukten fiihren. Die Beantwortung dieser 
Frage kiénnte méglicherweise einen besseren Einblick in die Funktion der 
gallensauren Salze bei der Verseifung von Glyceriden durch Pankreas- 
extrakt geben. Trotz der wertvollen Untersuchungen Wéillstdtters 
iiber die Pankreaslipase ist der Mechanismus der Wirkung der gallen- 
sauren Salze bei dem genannten Vorgang noch recht wenig klar. Wéill- 
stdtter? schreibt die aktivierende Wirkung der gallensauren Salze nicht 
wie verschiedene friihere Forscher in erster Linie ihrem emulgierenden 
EinfluB zu. Die gallensauren Salze sollen auch nicht als Co-Ferment 
wirken, wie von anderen Forschern angenommen wurde*, sondern ihre 
Wirkung beruht nach Willstdtter auf gleichen oder ahnlichen Ursachen 
wie die Wirkung anderer Aktivatoren oder Mischungen hiervon 
bei der Spaltung von Fetten durch Pankreaslipase. Das Gemein- 
same sieht Willstdtter in der Erzeugung kolloider Teilchen, die 
adsorbierend auf das Enzym und auf das Substrat zugleich wirken. 


! K. Holwerda, P. E. Verkade u. A. H. A. de Willigen, Rec. trav. chim. 
55, 43, 1936: 56, 382, 1937: AK. Holwerda, ebenda 56, 714, 1937. 2 R. Will- 
stdtter, Untersuchungen iiber Enzyme 1928, 2. Bd., S. 1167 ff.; R. Will- 
stdtter, E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 93, 1923. — * Siehe z. B. E. F. Terroine, Ann. des Sciences Natur. 
Zoélogie X. Serie, Tome IV, 1920, S. 269 ff. 
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2 K. Holwerda: 


Samtliche Versuche Willstdtters iiber die Wirkung der Pankreas- 
lipase im allgemeinen fiihren auch meines Erachtens zu der Auffassung, 
da die Wirkung des Natriumglykocholats bei der enzymatischen 
Fettspaltung wahrscheinlich in erster Linie auf der Verbesserung der 
Adsorption der Lipase an der Fettoberfliche beruht. Von einer ,,spezifi- 
schen*’ Wirkung des Natriumglykocholats bei diesem Vorgang ist 
jedenfalls keine Rede!. Direkte Beweisgriinde fiir die obengenannte 
Vorstellung (komplexe Adsorbate), auf die von Wiilstdtter nicht naher 
eingegangen wird, sind aber von Willstdtter nicht angefiihrt worden, wes- 
halb auch verschiedene spatere Autoren in bezug auf den Mechanismus 
der aktivierenden Wirkung des Natriumglykocholats bei der enzymati- 
schen Verseifung von Glyceriden einen zuriickhaltenden Standpunkt 
einnehmen?. Obgleich auch bei unseren Versuchen, die iibrigens die 
Vorstellungen Wiollstdtters in verschiedener Hinsicht stiitzen, der Ein- 
druck erhalten wurde, da®B bei der Verseifung von Glyceriden durch 
-ankreasextrakt unter Zusatz von Natriumglykocholat komplizierte 
Adsorptionsverhaltnisse entstehen, die nicht ganz zu iibersehen sind, 
diirften sie vielleicht dazu beitragén, die Funktion des Natriumglyko- 
cholats (und ahnlicher Aktivatoren) bei diesem Vorgang zu _ klaren. 


2. Orientierende Versuche iiber den Einflu8 des Natriumglykocholats auf die 
Wirkung verschiedener Seifen bei der Verseifung von Triglyceriden durch 
Pankreasextrakt. 


Zunachst wurde in vorlaufigen Versuchen untersucht, welchen 
EinfluB die Zugabe von einer bestimmten Menge Natriumglykocholat 
(1 Millimol zu je 25 cem Fliissigkeit) auf die Wirkung verschiedener Seifen 
(0,1 bis 0,3 Millimol) bei der Verseifung desselben Triglycerids hat. Da 
die emulgierende Wirkung der entstandenen Reaktionsprodukte ver- 
schieden ist, haben wir zum Zwecke der besseren Vergleichbarkeit 
solcher Versuchsergebnisse eine Methode ausgearbeitet, um den etwaigen 
Einflu8 eines besseren Verteilungszustandes auszuschalten; die Methode 
ist an anderer Stelle eingehend beschrieben worden*. Es ist dabei er- 
forderlich, daB wahrend des Versuchs die Grenzflache det lipoid /wasserigen 
Phasen in allen verglichenen Fallen in bezug auf die kapillaraktiven Stoffe 
in der benutzten Menge Pankreasextrakt hinreichend groB ist. Die in 


1 Der Vorgang wird bei dem Willstdtterschen Verfahren sogar starker 
durch andere Aktivatoren (z. B. geringe Mengen Albumin + CaCl,) ge- 
fordert; gegen eine diesbeziigliche allgemeine Folgerung aus den mit- 
geteilten Versuchen ist indessen anzufiihren, daB sie sich iiber einen recht 
groBen py-Bereich (8,9 bis 5,5) erstrecken, der zum Teil fiir die Wirkung 


des Natriumglykocholats ungiinstig ist. —- ? Vgl. z. B. J. B.S. Haldane, 
Enzymes, Monographs on biochemistry (1930), S. 135. 3 K. Holwerda, 


P. E. Verkade u. A. H. A. de Willigen, Rec. trav. chim. 55, 47, 1936; 56, 
383, 1937. 
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bestimmten Fallen gréBere emulgierende Wirkung der entstandenen 
Reaktionsprodukte hat dann keinen EinfluB oder wird von einer zugleich 
auftretenden gréBeren hemmenden Wirkung (durch teilweise Ver- 
drangung des Enzyms durch die Reaktionsprodukte aus der Grenz- 
flache) kompensiert. Durch stindiges intensives Schiitteln der Versuchs- 
flischchen (Inhalt etwa 50 ccm) konnte bei Verwendung von 0,4 Millimot 
Tricaprylin auf 25 cem Fliissigkeit und bei einer nicht zu groBen Menge 
~ankreasextrakt das genannte Ziel auf einfache Weise erreicht werden. 
Fiir weitere Einzelheiten der Ausfiihrung wird auf die zuletzt ge- 
nannte Arbeit verwiesen. 

Als Substrat wurde Tricaprylin bevorzugt, da im Gegensatz zu 
den hédheren Fettsiuren die wahrend des Verseifungsvorganges ab- 
gespaltene Caprylsiure die Ergebnisse unter den Versuchsbedingungen 
nicht oder nur wenig beeinfluBt. Das bei diesen vorlaufigen Versuchen 
benutzte Natriumglykocholat war ein technisches, nicht ganz reines 
Handelsprodukt. 


Versuch la. Ohne Zusatz von Natriumglykocholat. 
0,4 Millimol Tricaprylin. Anfangs-py = 8,3; Puffermischung: 10 ccm 
0,2mol. H, BO, + 6cem 0,05 mol. Na, B,O,; 1eem wasseriger Pankreasextrakt 
(Verdiinnung 1:10 eines Glycerinextraktes aus 1g Pankreaspulver und 
10cem 90% igem Glycerin). 





Abgespaltene 
Caprylsiure 
nach 60 Min. 


0 
1. Ohne Zusatz von Seifenlésung ............... 39 
2. Mit 0,3 Millimol Na-Caprylat ................ 39 
Gs: spas - PRT INOUGINE 4 55s ey ces oe ten tr 36 
Qo ti ee i OPCS. 555 53 or age ees 33 
By. ig. SOD ‘ Na-Undecylat .. 2.6.0.2... 23 


Versuch Ib. Zusatz von 1 Millimol Natriumglykocholat. 
0,4 Millimol Tricaprylin; Anfangs-py = 8,3; Puffermischung wie bei 
Versuch la; Pankreasextrakt: 1 cem. 





Abgespaltene 
Caprylsiure 
nach 40 Min. 


1. Ohne Zusatz von Seifenlésung ............... 9 
2. Mit 0,3 Millimol Na-Caprylat ................ 10 
3. Sy 08 9 PRU INNING oes oe SE. edi 17 
2%: Oe pe NS ne Perea 28 
Be OS ‘ Na-Undecylat . . .... 6. 665.56. 54 


Man vergleiche hiermit noch unter denselben Versuchsverhaltnissen 
6. ohne Natriumglykocholat und ohne Zusatz von 
CRI eS OU Sk uk O06 cd Seed es be oe es 33 
g 











4 K. Holwerda: 


Zu vergleichen sind ferner die Versuche 2a und 2b, wobei auch der 
EinfluB der Seifen der héheren Fettsaéuren ohne (bzw. bei Zusatz von) 
Natriumglykocholat untersucht wurde. 


Versuch 2a. Ohne Zusatz von Natriumglykocholat. 
0,4 Millimol Tricaprylin; Anfangs-py = 8,6; Puffer: 17,5cem 0,2 mol. 
NH,Cl + 2,5cem 0,2 mol. N H,-Lésung; Pankreasextrakt: 0,3 cem. 
(Titration mit Thymolphthalein als Indikator.) 





Abgespaltene 
Caprylsiure 
nach 45 Min. 


Mit 0,18 Millimol Na-Caprinat ............... 18 
my Oe os Na-Undecylat .............. 12 
8. 5 OS - PUG LIITHE oe cies ke Hees 3 
er eS ss Na-Tridecylat .............. 3 
De 5 Ge i POO MI VTWRUBG in. ses cee s 4 
6. 5° Oyo ‘9 en area 9 


Versuch 2b. Zusatz von | Millimol Natriumglykocholat. 


0,4 Millimol Tricaprylin; Anfangs-py = 8,3; Puffermischung wie bei 
Versuch la; Pankreasextrakt: 2 ccm. 





Abgespaltene 

, Caprylsiiure 

nach 40 Min. 
0 0 
Eras Re ENN SUMING ora Sis Paw a RG oe so 8s 20 
2. Mit 0,12 Millimol Na-Caprylat ............... 20 
Bs er ee ” PER SOMNVUING 5 56 dv wks Vive ae oe 6 24 
eee DERE UNION 6 5b 5 so sero ewe Nie 33 
D. go Oke 9 Na-Undecylat ......... pe 39 
Be yg ee ESS r RR tetera sara 46 
a> 635 D2 x Na-Tridecylat .............. 49 
peers (sb fe EOS TNG ooss kee gcin 50m 57 
O.. sg Oyte ‘i Oe eae ere a areas 55 


Aus den obengenannten Versuchen erhellt, daB Natriumcaprylat 
die Verseifungsgeschwindigkeit nicht merkbar  beeinfluBt. Beim 
Ansteigen in der homologen Reihe verzégern die Seifen den Vor- 
gang anfanglich in zunehmendem Mafe; bei weiter zunehmender Glied- 
zahl nimmt die Hemmung durch die Seifen aber schlieBlich wieder ab. 
Ein soleches Minimum tritt auch bei der Oberflachenspannung (bzw. der 
Grenzflachenspannung) der Seifenlésungen auf!. Es leuchtet ein, daB 


' BE. BE. Walker, J. chem. Soc. London 119, 1521, 1921; L. Lascaray, 
Kolloidzeitschr. 34, 73, 1924; A. Lottermoser, Trans. Faraday Soc. 81, 
200, 1935. 
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diese beiden Minima in direktem Zusammenhang miteinander stehen, 
da das Enzym um so starker aus der Grenzschicht verdrangt wird, je 
stirker die Seifenlésungen kapillaraktiv sind. 


Bei gleichzeitiger Anwesenheit von 1 Millimol Natriumglykocholat 
(das unter diesen Umstianden an sich eine starke Verzégerung des Ver- 
seifungsvorganges bewirkt), ergibt sich fiir den Einflu8 der Na-Seifen 
der verschiedenen Fettsauren ein ganz anderes Bild. Zwar hat der 
Zusatz von Na-Caprylat auch in diesem Falle keinen EinfluB auf die 
Verseifungsgeschwindigkeit, aber die anderen Na-Seifen bewirken nun 
eine Aktivierung, die am starksten bei den Na-Seifen der héheren Fett- 
sduren ist. Im allgemeinen nimmt die Aktivierung mit der Kettenlange 
der Fettsaiuren zu; nur bei Na-Stearat ist sie (unter den genannten Be- 
dingungen) etwas geringer als bei Na-Myristat. Die Resultate dieser 
vorlaufigen Versuche mit technischem Natriumglykocholat veranlaBten 
uns, den EinfluB der Na-Seifen der verschiedenen Fettsaiuren bei gleich- 
zeitigem Zusatz von chemisch reinem Natriumglykocholat etwas genauer 
zu verfolgen. 


3. Versuche mit chemisch reinem Natriumglykocholat. 


Bei Zusatz von chemisch reinem Natriumglykocholat und gleich- 
zeitiger Anwesenheit der Seifen der héheren Fettsiuren, wurde die 
Verseifung von Tricaprylin unter denselben Verhaltnissen wie bei den 
vorigen Versuchen nicht ebenso stark aktiviert wie mit dem unreinen 
Natriumglykocholat!. Mit dem chemisch reinen Produkt trat allein 
eine Aktivierung auf, wenn die Reaktion wahrend des Versuchs hin- 
langlich stark alkalisch gehalten wurde; wenn jedoch infolge der zu 
geringen Pufferkapazitit die Alkalitat bei fortschreitender Reaktion 
zu gering wurde, ergab sich eine ziemlich stark hemmende Wirkung 
(siehe die Versuche 3 und 4). 


Versuch 3. Zusatz von 1 Millimol Natriumglykocholat. 
0,4 Millimol Tricaprylin; Anfangs-py = 8,3; Puffermischung wie bei 
Versuch 1. Pankreasextrakt (b) 0,35 cem. 





Abgespaltene Caprylsiiure 


nach 35 Min. nach 60 Min. 


99 0 0 
To a” RTI a ales we wd ory 7 48 
2. Mit 0,1 Millimol Na-Undecylat ............... 23 33 
ag Ps DN oF ais Sen's Gace ay 24 - 
4. Of a RO-ATEVIUMNE ei es 35 43 


Bei 40 % Verseifung sank das py in diesem Falle auf etwa 7,4. 


1 Vgl. auch E.F. Terroine, l.c. S. 242. 





6 K. Holwerda: 


Versuch 4. Zusatz von | Millimol Natriumglykocholat. 
0,4 Millimol Tricaprylin; Anfangs-py = 8,9; Puffermischung: 13,5 cem 
0,2 mol. NH,Cl + 6,5 cem 0,2 mol. NH,; Pankreasextrakt: Menge nicht 
notiert. (Titration mit Thymolphthalein als Indikator.) 





Abgespaltene 
Caprylsiure 
(Zeit nicht notiert) 


0 
0 


Be ere Serer arene: 17 
2. Mit 0,1 Millimol Na-Caprylat ............. 17 
3. 5, 0,1 99 Na-Undecylat............ 23 
4 ve Na-Myristat ............. 53 


Bei 40°, Verseifung sank das py in diesem Falle auf etwa 8,5. 


Ohne Zusatz von Natriumglykocholat wurden in derselben Zeit 


°%, Caprylsiure abgespalten. 


§2 
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mMol Natriumglykocholat 
Abb. 1. 

1. Zusatz von 0,24 Millimol Na-Caprylat (Grad der Verseifung ohne Zusatz von Seife 
und Natriumglykocholat 22 9/9). 

2. Zusatz von 0,24 Millimol Na-Undecylat (Grad der Verseifung ohne Zusatz von Seife 
und Natriumglykocholat 28 °/9). 

3. Zusatz von 0,24 Millimol Na-Laurat (Grad der Verseifung ohne Zusatz von Seife und 
Natriumglykocholat 32 9/9). 

4. Zusatz von 0,24 Millimol Na-Myristat (Grad der Verseifung ohne Zusatz von Seife und 
Natriumglykocholat 42 °/»). 

5. Zusatz von 0.05 Millimol Na-Laurat. 

6. Zusatz von 0,10 Millimol Na-Laurat. 

7. Zusatz von 0,05 Millimol Na-Myristat. 
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Bei den folgenden Versuchen (bei pa = 8,0) wurde nunmehr eine 
Pufferlésung von solcher Pufferkapazitaét benutzt, daB das py der 
Lésung sich nur noch in sehr geringem Mabe veranderte. Der Verlauf 
der Verseifung von Tricaprylin wurde verfolgt, wobei dem Ansatz neben 
einer gewissen Menge einer bestimmten Seife zunehmende Mengen 
Natriumglykocholat zugesetzt wurden. Die Kurven | bis 4 geben 
eine Ubersicht der Resultate derartiger Versuche mit 0,24 Millimol 
Na-Caprylat oder der gleichen Menge von Na-Undecylat, Na-Laurat 
und Na-Myristat. Bei allen diesen Versuchen wurde von 0,4 Millimol 
Tricaprylin ausgegangen und mit 5 Millimol Borséiure + 0,5 Milli- 
mol Borax auf 30 cem gepuffert. Zum Vergleich wurde immer gleich- 
zeitig ein Kontrollversuch ohne Zusatz von Seifenlésung und Natrium- 
glvkocholat ausgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Leerversuche sind in der 
Unterschrift der Abbildung (siehe S. 6) angegeben?. 


4. Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Die Verseifungskurven aus den vorangehenden Versuchen weisen 
untereinander sehr groBe Unterschiede auf. Am einfachsten ist der 
Verlauf der Kurve 1, aus welcher hervorgeht, daB schon eine geringe 
Menge Natriumglykocholat die Verseifung von Tricaprylin férdert; 
bei Hinzufiigung einer gréBeren Menge macht sich aber ein verzégernder 
Einflu8 bemerkbar. Der Verlauf der Kurve entspricht in diesem Falle 
der Vorstellung, da bei einer geringen Menge Natriumglykocholat ein 
giinstiges Adsorptionsverhaltnis der Lipase zu der Fettoberflaiche 
entsteht, jedoch bei einem Uberschu8 von Natriumglykocholat eine teil- 
weise Verdrangung des Enzyms aus der Grenzschicht stattfindet?. 

Die anderen Kurven, namentlich die Kurven 3 und 4, zeigen einen 
unregelmaBigeren Verlauf?, wobei im besonderen das Auftreten zweier 
Optima der Verseifung auffallt. Zur Erklarung dieser merkwiirdigen 
Erscheinung mu zuerst das Verhalten der gebildeten Assoziations- 
produkte aus Natriumglykocholat und den Na-Salzen der verschiedenen 
Fettséuren etwas naher erliutert werden‘, 


' Die Menge wasseriger Pankreasextrakt variierte etwas bei diesen 
Versuchsreihen; die ziemlich groBen Unterschiede der Resultate der Leer- 
£ 


versuche untereinander sind aber groBenteils von der verschiedenen Wirk- 


samkeit der Extrakte in allen diesen Fallen bedingt. —- ? Vgl. R. Willstdtter 
u. F, Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. — * Auch Terroine 


erhielt bei der Verseifung von verschiedenen Triglyceriden unter Zusatz 
von zunehmenden Mengen Natriumglykocholat unregelmaBige Kurven, die 
aber wegen ungeniigender VorsorgemaBnahmen nicht gut zu interpretieren 
sind; siehe HE. F. Terroine, |. c. 8S. 281. — * Fiir eine nahere Begriindung 
verschiedener in diesem Abschnitt genannter Gesichtspunkte wird auf 
friihere Abhandlungen verwiesen; K. Holwerda, diese Zeitschr. 294, 372, 
1937; 295, 11, 1937. 











8 K. Holwerda: 


Bei einer Seifenlésung tritt ein Gleichgewicht zwischen den Fettsaure- 
anionen und den hieraus gebildeten Micellen ein. Die Micellenbildung 
beginnt aber (bei einer bestimmten Kettenlinge der Fettsaure) erst bei einer 
bestimmten Konzentration der Fettsiureanionen (= kritische Konzen- 
tration) in den Vordergrund zu treten, wahrend sich die Konzentration 
der Fettsiureanionen auch bei einer konzentrierteren Seifenlésung ver- 
haltnismaBig wenig veraindert. Namentlich bei den Seifen der héheren 
Fettsiuren tritt ein ziemlich scharfer Ubergang vom TIonenzustand in den 
Micellenzustand auf; die kritische Konzentration liegt hier bei ziemlich 
niedriger Konzentration der Fettséureanionen. Bei kiirzerer Kettenlange 
beginnt die Micellenbildung erst bei héherer Konzentration in den Vorder- 
grund zu treten; auch verindert sich die Zusammensetzung des Systems 
dann gleichmaBiger. 


Die Systeme, welche bei Hinzufiigung zunehmender Mengen Natrium- 
} gung g 

glykocholat zu einer Seifenlésung entstehen, kénnen durch folgende Formeln 

dargestellt werden!: 


Micelle = S | 


G+ J 


G+ Komplex @ SG. = (2) 


=. Komplex. (1) 


Hieraus ergibt sich, daB bei Hinzufiigung zunehmender Mengen Natrium- 
glykocholat zu einer bestimmten Menge einer Seifenlésung anfinglich mehr 
zusammengesetzte Additionsprodukte (Komplexe) von verschiedener Dis- 
persitat (neben Teilchen von einfacherer Zusammensetzung) entstehen. Bei 
weiterer Hinzufiigung von Natriumglykocholat verschwinden die Seifen- 
micellen schlieBlich; der danach abnefimende Wert von Cg hat zur Folge, 
daB Teilchen von einfacherer Zusammensetzung mehr’ vorherrschen. 
Bei einem hinreichenden Uberschu8 von Natriumglykocholat treten schlieB- 
lich in iiberwiegendem Ma8e einfache Assoziationsprodukte vom Typus SG, 
auf, wobei an ein Fettséureanion eine gewisse Anzahl (n) Glykocholationen 
gebundensind. Der Wert von n nimmt mit der Kettenlinge der Fettséuren zu. 


Verfolgen wir nunmehr, in welcher Weise die Verseifungsgeschwindig- 
keit.in diesen Fallen mit der Art der entstandenen Reaktionsprodukte 
zusammenhingt, dann ergibt sich folgendes: 


Wahrend die Seifen als solche die Lipase im allgemeinen aus der 
Grenzschicht zu verdrangen suchen, und also zu groben Abweichungen 
des Verseifungsgrades gegeniiber dem Leerversuch fiihren, entsteht 
bei Hinzufiigung einer sehr geringen Menge Natriumglykocholat offenbar 
sofort ein viel giinstigeres Adsorptionsverhaltnis des Enzyms zur Fett- 
oberflache; die Verseifungsgeschwindigkeit nimmt hierdurch im all- 
gemeinen sehr stark zu. Bei weiterem Zusatz von Natriumglykocholat 
tritt aber bald wieder ein Riickgang der Verseifungsgeschwindigkeit 
ein, in bestimmten Fallen sogar ehe der Leerwert (Verseifung ohne 
Zusatz von Seife und Natriumglykocholat) erreicht wird. Dies fiihrt 


1 § = Fettséure (bzw. Fettséureanion), G = Natriumglykocholat. 
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unter bestimmten Umstanden zur Entstehung eines Optimums (erstes 
Optimum) der Verseifung bei geringer Glykocholatkonzentration!. 

Es liegt auf der Hand, da der Riickgang der Verseifungsgeschwindig- 
keit mit einer Verdringung der Lipase aus der Grenzschicht zusammen- 
hangt, indem die zunehmende Menge kapillaraktiver Stoffe (neben 
den Fettséureaniénen, deren Konzentration sich anfanglich wenig 
verindert, beanspruchen auch die entstandenen Assoziationskomplexe 
Platz in der Grenzschicht) einen Mangel an Raum in der Grenzschicht 
fiir das Enzym herbeifiihrt. Diese Ansicht wird durch die Tatsache unter- 
stiitzt, daB die Oberflachenspannung der Systeme von Natriumglyko- 
cholat mit Na-Undecylat und Na-Laurat bei einer bestimmten Konzen- 
tration von Natriumglykocholat einen Mindestwert hat?; das bei gréBeren 
Mengen Natriumglykocholat einsetzende Steigen der Oberflichen- 
spannung deutet auf eine allmahliche Verdrangung der Fettséure- 
anionen aus der Grenzschicht hin, die nicht geniigend Raum fiir die 
vorhandenen kapillaraktiven Stoffe bietet. Ein solcher Wettbewerb 
unter den vorhandenen kapillaraktiven Stoffen findet nun auch an der 
Grenzflache Tricaprylin/Wasser statt, wodurch auch die Lipase in 
diesem Falle teilweise aus der Grenzschicht verdrangt wird. 

Falls man noch gréBere Mengen Natriumglykocholat zusetzt, 
werden, wie schon auseinandergesetzt wurde, die Seifenmicellen schlieB- 
lich verschwinden, wonach die Konzentration der Fettsaéureanionen 
viel schneller als anfangs abnimmt (Cy < kritische Konzentration). 
Die kapillaraktiven Stoffe des Systems erfahren auBerdem noch eine 
qualitative Verinderung. Wie oben erlautert wurde, werden die Be- 
dingungen fiir das Entstehen komplizierterer Komplexe von Natrium- 
glykocholat mit den Fettsiureanionen unter diesen Umstianden un- 
giinstiger, und statt dieser Teilchen von teilweise kolloiden oder 
semikolloiden Dimensionen treten jetzt Assoziationsprodukte von ein- 
facherer Zusammensetzung mehr in den Vordergrund, die vermutlich 
weniger stark kapillaraktiv sind. Die Ergebnisse mehrerer Versuche 
deuten wenigstens darauf hin, daB die Verseifungsgeschwindigkeit in 
diesen Fallen bei Zusatz einer gréBeren Menge Natriumglykocholat 
anfangs wieder zunimmt. DaB sie aber bei weiterem Zusatz von Natrium- 
glykocholat wieder abnehmen muB, liegt auf der Hand, da schlieBlich 
ein immer gréBer werdender Uberschu8 von Glykocholationen in freiem 
Zustande vorhanden ist und diese eine zunehmende verdrangende 
Wirkung auf die Lipase in der Grenzschicht ausiiben. 


1 Ein Optimum bei geringer Konzentration der gallensauren Salze 
wurde auch schon von friiheren Forschern unter verschiedenen Umstanden 
festgestellt; Literatur: C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 
1, 475, 1925. —- 2 K. Holwerda, diese Zeitschr. 295, 11, 1937. 








10 K. Holwerda: 


Es zeigt sich also, daB dieser verdrangende Einflu8B der Glykocho- 
lationen auf die Lipase bei gleichzeitiger Anwesenheit der Na-Seifen der 
héheren Fettsauren erst bei viel hGherer Glykocholatkonzentration zutage 
tritt als bei ausschlieBlicher Anwesenheit der Na-Seifen der niedrigeren 
Fettsiuren. Anscheinend hangt diese Erscheinung mit dem analogen Ver- 
halten der Assoziationsprodukte von Natriumglykocholat mit den ver- 
schiedenen Na-Seifen zusammen. Die Werte der Oberflachenspannung bei 
zunehmender Menge Natriumglykocholat! bei diesen Systemen deuten 
darauf hin, daB die Fettsiureanionen (die bei einem Uberschu8 von 
Glykocholationen hauptsachlich in Form von Assoziationsprodukten 
von der Zusammensetzung SG, vorhanden sind), bei zunehmender 
Kettenlange schwerer aus der Grenzschicht verdrangt werden. Bei etwas 
geringerem Uberschu8.an Natriumglykocholat spielt hierbei vermutlich 
auch die verschiedene Dispersitaét der assoziierten Teilchen eine Rolle; 
sowohl auf Grund von Versuchen tiber die Schaumbestandigkeit, als 
auf Grund der quantitativen Zusammensetzung dieser Systeme ist 
es wahrscheinlich, daB der Bereich der Komplexbildung sich bei gr6Berer 
Kettenlange der Fettséureanionen nach héherer Glykocholatkonzen- 
tration verlagert *. 


Man findet also beim Vergleich der Ergebnisse dieser Versuche 
untereinander bei héherer Glykocholatkonzentration eine deutliche 
Korrelation zwischen dem Grade der Verseifung und den Mengen der 
vorhandenen Assoziationsprodukte des Natriumglykocholats mit den 
Fettsiureanionen in der Grenzschicht. Diese Assoziationsprodukte 
erschweren offenbar die Verdrangung des Enzyms aus der Grenzschicht 
durch die im Uberschu8 vorhandenen freien Glykocholationen; bei 
kiirzerer Kettenlange der Fettsiureanionen macht sich die Ver- 
drangung schon bei geringerer Glykocholatkonzentration geltend. 
Vermutlich spielt die Bildung von Assoziationskomplexen der Lipase 
(bzw. des Enzymtragers)* mit den oben genannten Additionsprodukten 
des Natriumglykocholats mit den Na-Salzen der Fettsdiuren hierbei 
eine Rolle (komplexe Adsorbate nach Willstdtter). Weiter muB dann 
wahrscheinlich angenommen werden, daB die Glykocholationen — oder 
deren Assoziationsprodukte mit den Fettsiureanionen — zugleich ein 
besseres Adsorptionsverhaltnis der Lipase zur Fettoberfliche herbei- 
fiihren. Bemerkt sei, daB eine mazximale Aktivierung bei diesen 
Versuchen im allgemeinen nicht erreicht wurde; der Grad der Ver- 
seifung (bzw. Aktivierung) beim zweiten Optimum ist von der zu- 
gefiigten Menge Na-Seife in Zusammenhang mit der benutzten Menge 


' Diese Zeitschr. 295, 13, 1937. —- ? Ebenda 295, 15, 1937. — * Viel- 
leicht spielen, wie auch von Willstdtter angenommen wird, Proteinsubstanzen 
bei diesem Vorgang eine Rolle. 
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Extrakt (und daneben auch vom py-Wert) abhangig, welche Faktoren 
hier etwas willkiirlich gewahlt wurden. In einigen Fallen war bei 
solchen Versuchen der Grad der Verseifung beim zweiten Optimum 
aber ziemlich viel gréBer als der Leerwert (vgl. auch Versuch 1 b)?. 


Im Einklang mit der oben gegebenen Erklairung iiber die Bedeutung 
des ersten Optimums bei den Kurven 3 und 4 steht ferner die Tatsache, 
das die Senkung der Kurve, welche die beiden Optima trennt, bei Hinzu- 
fiigung geringerer Mengen der Na-Seifen nicht oder nur in geringerem Mabe 
in Erscheinung tritt. Die Umstande sind dann fiir das Entstehen gréBerer 
kapillaraktiver Komplexe weniger giinstig, so da®B diese jetzt nicht in solcher 
Menge gebildet werden, da sie eine starke Verdrangung der Lipase aus der 
Grenzflache verursachen. Der Verseifungsgrad erreicht nun im ersten Op- 
timum einen héheren Wert, doch ist das zweite Optimum minder stark ausge- 
sprochen und verlagert sich nach niedrigerer Glykocholatkonzentration. Man 
vergleiche Kurve 7 (0,05 Mol. Na-Myristat) mit Kurve 4 (0,24 Millimol Na- 
Myristat). Ebenso sind die Kurven 6 und 5, die den Verlauf der Verseifung 
von Tricaprylin bei zunehmenden Mengen Natriumglykocholat unter Zusatz 
von 0,10 bzw. 0,05 Millimol Na-Laurat wiedergeben, zu vergleichen mit 
Kurve 3 (0,24 Millimol Na-Laurat). Bei Kurve 1 sind von vornherein 
zwei Optima nicht zu erwarten, da in diesem Falle wegen der geringen 
Assoziationstendenz der Caprylationen keine stairker zusammengesetzten 
Komplexe entstehen. Auch bei Na-Undecylat ist diese Tendenz bei py = 8,0 
nur wenig ausgesprochen; erst bei Na-Laurat tritt sie deutlich in den Vorder- 
grund. 

Da auch bei saurer Reaktion Assoziationsprodukte von Natrium- 
glykocholat mit den Fettsiuren (bzw. deren Na-Salzen) entstehen 
kénnen?, ist die Frage berechtigt, ob auch unter diesen Umstanden 
ein solcher Zusammenhang zwischen dem Verhalten dieser Assoziations- 
produkte und dem Verseifungsgrade wie bei alkalischer Reaktion besteht. 
Versuche bei py = 6,4 wiesen zwar darauf hin, daB eine geringe Menge 
Natriumglykocholat die verzégernde Wirkung der Fettsauren (und 
Seifen) teilweise aufheben kann (besonders bei den niedrigeren Fett- 
sduren), daB aber eine gréBere Menge Natriumglykocholat + Fettséure 
(Na-Salz) keine aktivierende, sondern, namentlich bei den héheren Fett- 
sduren, eine hemmende Wirkung ausiibt. Auch die zu Anfang dieses 
Abschnitts genannten Versuche deuten hierauf hin. Offenbar werden 
die Adsorptionsverhiltnisse bei saurer Reaktion im allgemeinen in 


! Sicher ist fiir die Fettverdawung auch die emulgierende Wirkung der 
entstandenen Assoziationsprodukte von Natriumglykocholat mit den Fett- 
siureanionen, deren EinfluB bei diesen Versuchen so viel wie méglich 
ausgeschaltet wurde, sehr wichtig. Im Gegensatz zu den meisten anderen 
Emulgatoren wirken diese Assoziationskomplexe zugleich stabilisierend 
bei der Emulgierung der Glyceride und aktivierend bei deren Verseifung. 
— # F. Verzaru. A. Kithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 1929: 
K. Holwerda, |. c. 








12 K. Holwerda: Wirkung von Natriumglykocholat usw. 


ungiinstigem Sinne beeinfluBt!. Das technische Natriumglykocholat 
enthielt wahrscheinlich einen Bestandteil, der im Vergleich mit dem 
reinen Produkt bei geringerer Alkalitaét einen giinstigeren EinfluB 
austibt. Vielleicht haben bestimmte Begleitstoffe des Natriumglyko- 
cholats auch bei schwach saurer Reaktion noch eine aktivierende 
Wirkung bei der Verseifung von Glyceriden durch Pankreasextrakt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde untersucht, welchen EinfluB die Na-Seifen der ver- 
schiedenen Fettsauren (Cg und die folgenden Glieder) bei der Verseifung 
von Glyceriden durch Pankreasextrakt bei Anwesenheit von Natrium- 
glykocholat ausiiben. 

Der verzégernde KEinflu8 der Na-Seifen, der bei den Fettséiuren C,, 
bis C,, einen maximalen Wert hat, wird bei alkalischer Reaktion bei 
Zusatz einer sehr geringen Menge Natriumglykocholat im allgemeinen 
groBenteils aufgehoben. Bei Zusatz gréBerer Mengen von Natrium- 
glykocholat tritt eine aktivierende Wirkung (unter bestimmten Um- 
stiinden) nur bei gleichzeitiger Anwesenheit der Na-Seifen der héheren 
Fettséuren zutage. Bei Hinzufiigung zunehmender Mengen Natrium- 
glykocholat kénnen in diesen Fallen Kurven mit zwei Optima der Ver- 
seifung entstehen. 

Die Ergebnisse der Versuche fiihren zu der Vorstellung, daB das 
Natriumglykocholat bei alkalischer Reaktion ein giinstigeres Adsorptions- 
verhaltnis des Enzyms zur Fettoberflache herbeifiihrt. Ein entstandener 
Uberschu8B von kapillaraktiven Stoffen (wobei vor allem die Art der 
entstandenen Assoziationsprodukte von Natriumglykocholat mit den 
Na-Seifen von Einflu8 ist) bewirkt im allgemeinen eine teilweise Ver- 
drangung der Lipase aus der Grenzflache. Bei Zusatz gréBerer Mengen 
Natriumglykocholat wird eine Verdringung der Lipase durch die in 
Uberschu8 vorhandenen Glykocholationen durch die Assoziations- 
produkte von Natriumglykocholat mit den Na-Salzen der héheren Fett- 
siuren in der Grenzfliche erschwert. 

Bei saurer Reaktion sind die Adsorptionsverhaltnisse fiir die Lipase 
zur Fettoberflache in Gegenwart von Natriumglykocholat im all- 
gemeinen wenig giinstig. 


' Geringe Mengen Natriumglykocholat kénnen bei der Verseifung von 
Tributyrin auch bei ziemlich stark saurer Reaktion eine aktivierende Wirkung 
austiben. R. Willstdtter u. Fr. Memmen, Zeitschr.f. physiol. Chem. 129, 
1, 1923. Der Einflu8 des py auf die Adsorptionsverhialtnisse ist anscheinend 
einigermaBen von der Art der abgespaltenen Fettséiure (bzw. deren Asso- 
ziationsprodukte mit Natriumglykocholat) abhangig. 
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Uber biochemische Beeinflussung 
der Keimung und des Wachstums der Cardaminesamen. 


I. Mitteilung: 
EinfluB der diuBeren Faktoren und der Salze. 
Von 


B. Lustig und H. Wachtel (Krakau.,) 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Pearson-Stiftung, Wien LX, und dem 
Radiuminstitut in Krakau.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fiir das Studium der biologischen Probleme wurde mehrfach die 
Keimung und das Wachstum pflanzlicher Samen als Testversuch ver- 
wendet. Bei diesen, meist mit Bohnen- oder Hafersamen durch- 
gefiihrten Versuchen ist ein langerer Zeitraum (bis zu mehreren Wochen) 
notwendig, bis das Resultat des Keimungs- und Wachstumsversuchs 
eindeutig festgestellt ist. Die meisten dieser Versuche stellen auch keine 
eigentlichen Keimungsversuche dar, da bei ihnen die Keimung im 
Boden durchgefiihrt wird. Das Ergebnis dieser Versuche ist von der 
Art des Bodens beeinfluBbar, ebenso wird bei diesen Versuchen nicht 
so sehr die Keimung, als das Wachstum des bereits gekeimten Keimlings 
bestimmt. 


Es sei darauf hingewiesen, daB die zahlreichen, besonders in der 
letzten Zeit von Wendt und Kégl erforschten Wuchsstoffe und Substanzen 
der Biosgruppe mit dem eigentlichen Keimungsvorgang nicht in Zu- 
sammenhang stehen. Die Biosstoffe sind in erster Linie Zellteilungs- 
wuchsstoffe. Die Pflanzenwuchsstoffe beeinflussen vor allem das 
Langenwachstum und die Kriimmung der Pflanze. Es sei diesbeziiglich 
besonders auf die einschlagigen Arbeiten von Kégl (1) verwiesen. Auch 
sei daran erinnert, daB Stoffe von verschiedenstem chemischem Bau als 
Wuchsstoffe wirken kénnen. 


Bei unseren Versuchen wurde in erster Linie die Beeinflussung der 
Keimung durch verschiedene Faktoren, in zweiter Linie erst das Wachs- 
tum des Keimlings untersucht. Es sei vorweggenommen, daB nach 
unseren Ergebnissen die beiden Prozesse von der gleichen Substanz in 
verschiedener Weise beeinfluBt werden kénnen, so daB Anderungen in 
der Keimung oder im Wachstum des Keimlings durch die einzelnen Stoffe 
nicht parallel verlaufen miissen. 





B. Lustig u. H. Wachtel: 


Vorgiinge bei der Keimung. 


Die Bedingungen und der Verlauf der Keimung von Pflanzen- 
samen sind eingehend studiert worden. Das Wesentliche der erhobenen 
Befunde findet sich bereits in der Monographie von Detmer (2) und im 
Handbuch von Nobbe (2), wahrend die neuere Literatur mit den Pro- 
zessen der eigentlichen Keimung sich nur wenig befaBt, im Gegensatz 
zum Wachstum, welches in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher 
Arbeiten war. 

Es wurde festgestellt, daB zwar innerhalb derselben Samengattung 
individuelle Verschiedenheiten der einzelnen Samenkoérner vorhanden 
sind, welche die Schnelligkeit der Keimung beeinflussen, daB aber diese 
Unterschiede nur gering sind, so daB eine stets gleich eingehaltene Durch- 
schnittszeit der Keimung fiir jede Samengattung errechnet werden kann. 
Gleichzeitig wurde gefunden, daB gewisse chemische Stoffe die Keimungs- 
schnelligkeit im positiven oder negativen Sinne beeinflussen. 


Als erste Phase der Samenkeimung ist die Quellung des Samenkornes 
anzusehen. Wenn der Samen hinreichend Fliissigkeit findet, so quillt er 
zunachst auf, wobei bestimmte Quantitaéten Wasser vom Samen aufgenommen 
werden. Sodann erfolgt eine Sprengung der Samenschale, welche meist von 
der Wurzel besorgt wird, die in der Regel durch eine Stelle geringeren 
Widerstandes der Samenschale, die Mikropyle, herauswdchst und die Samen- 
schale auseinander sprengt. Damit ist der eigentliche KeimungsprozeB 
beendet. F 

Zahlreiche Versuche befassen sich mit den Grundursachen, welche die 
Quellung der Samen bedingen. Diese, hauptsachlich dem Gebiete der physikali- 
schen Chemie zugehérenden Umstande, haben in dem speziellen Fall der 
Quellung der Samen einige, durch den anatomischen Bau der Samenschale be- 
dingte Besonderheiten gezeigt. Die Samenschale ist derart gebaut, daB ihr oft 
recht hoher Wachs- und Fettgehalt auf den QuellungsprozeB ohne Einflub 
bleibt. Es hat sich auch gezeigt, daB eine Vorbehandlung der Samen mit 
Ather oder absolutem Athylalkohol den Keimungsproze} der Samen nicht 
beeinfluBt. Hingegen beeinflussen mechanische Verletzungen der Samen- 
schale die Keimung, da derartige Samen sehr leicht Wasser aufsaugen. Im 
unverletzten Samen saugt besonders das ,,Nabelende‘‘ des Samens sehr 
leicht Wasser auf, da hier eine groBe Zahl mikroskopisch kleiner Spalt- 
6ffnungen vorhanden ist, welche das Wasser kapillar aufsaugen und den 
inneren Schichten der Samenschale zutiihren. 

Die Quellung des Samens bringt wohl den KeimungsprozeB in Gang, 
sie bildet jedoch keinesfalls den einzigen dabei wirksamen Faktor. Es sind 
vielmehr weitere, bisher zumeist unbekannte Umstande notwendig, damit 
der gequollene Samen keimt. Es darf die ,,Lebenskraft' des Samens nicht 
erloschen sein, sonst kommt es trotz Quellung zu keiner Keimung. 

Verschiedene Substanzen haben auf die Quellung wechselnden Einfluf. 
Die Untersuchung der Quellung geschah in erster Linie in Modellversuchen, 
bei denen Gelatinewiirfel, Fibrin, Starke usw. verwendet wurden. Nach 
Spiro und Wo. Ostwald iibt das py einen wesentlichen EinfluB auf die 
Quelhing aus, und zwar nimmt dieselbe bis py 2,7 stark zu, um dann rasch 
wieder abzufallen. Nach der alkalischen Seite nimmt die Quellung zuerst 
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langsam, dann schnell bis py 12,0 zu. Kohlensaéurehaltiges Wasser steigert 
nach Lloyd (4) starker die Quellung als reines Wasser. Nach Chiari (5) wird 
die durch Saéuren oder Basen hervorgerufene Quellungsférderung durch Salze 
gehemmt. Nach Martin H. Fischer (6) ist die Beeinflussung der Quellung 
durch die Séuren und Basen unabhaingig vom py und der molekularen 
Konzentration dieser Substanzen. So wirkten von den gleich starken Saure- 
lésungen am stirksten HCl, am schwichsten H,SO,, wahrend die Ergeb- 
nisse mit organischen Séuren zwischen diesen beiden Sauren lagen. Es 
muB auch bei den Quellungsvorgingen scharf unterschieden werden, ob es 
sich um Eiwei®B oder Starke handelt, da sich diese gegeniiber verschiedenen 
Kinfliissen verschieden verhalten. Bei der Keimung der Samen handelt es 
sich neben der Quellung von Eiweif und Starke auch um zahlreiche andere 
Faktoren, wie Verainderungen der Samenhiille, Beeinflussung der bio- 
chemischen Prozesse des Embryo usw. Die Beeinflussung des komplexen 
Vorganges der Keimung kann auf einem oder mehreren Wegen vor sich 
gehen. 

Bei unseren Versuchen haben wir Samengattungen verwendet, die 
es méglich machen, innerhalb moglichst kurzer Zeit (24 Stunden) das 
Ergebnis des Keimungsversuchs abzulesen. Nach zahlreichen Vorver- 
suchen haben wir als besonders geeignet die Samen von Cardamine 
gefunden. 


Es sind zahlreiche Cardamineabarten bekannt. Doch ebenso, wie 
fiir die Untersuchungen bei Wuchsstoffen nicht alle Avenaarten gleiche 
Ergebnisse liefern, waren auch bei den verschiedenen Cardamine- 
abarten Unterschiede bis zu 20 Stunden in der Keimungsschnelligkeit 
vorhanden. Als besonders brauchbar erwiesen sich die Samen der 
Cardamineabart ,,Brunnenkresse einfach‘. Die Untersuchung dieser 
Samen, welche verschiedener Provenienz waren, ergab, dab fiir Versuche 
nur Handelssamen verwendet werden diirfen, welche méglichst frei 
vom Abfall und von gleichmaBiger GréBe sind. Die Samen miissen 
mindestens 96 °%, Keimfahigkeit besitzen. Aus diesem Handelsmaterial 
werden unter der Lupe unbeschadigte Samenk6érner von gleichmaBiger 
GréBe und Aussehen fiir die Versuche ausgelesen. Samen abweichender 
31r6Be, dunkel gefarbte oder eingeschrumpfte, keimen wohl oft ebenfalls, 
aber abweichend von den gleichmaBig ausgelesenen Samen. Bei Nicht- 
beachtung obiger Umstande differieren die Keimungsversuche bis zu 
30%, wahrend wir bei Verwendung richtig ausgewahlter Samen_ bei 
gleichmaBig aufgestellten Versuchen héchstens Unterschiede von —- 5°, 
beobachteten. Wir verwendeten fiir die Versuche hollandischen Samen 
,.Brunnenkresse einfach‘: mit garantierter 96 °,iger Keimfahigkeit, von 
welchen nach Auslese etwa 60 bis 70°, der Samen fiir die Versuche 
verwendbar waren. Es soll nach Méglichkeit mit Samen gleicher Her- 
kunft gearbeitet werden, da Samen verschiedener Herkunft unter- 
einander Unterschiede der Keimungsgeschwindigkeit und quantitative 
Unterschiede der Empfindlichkeit gegeniiber den verschiedenen Faktoren 
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aufweisen. Die Samen sind entsprechend aufzubewahren, damit sie 
durch Feuchtigkeit oder Austrocknung nicht verderben. 


Im AnschluB an die Keimung wurde auch vielfach die Beeinflussung 
des Wachstums gepriift. Es wurde sowohl das Wachstum im AnschluB 
an den Keimungsversuch, wie auch der EinfluB8 verschiedener Faktoren 
und Substanzen auf schon gekeimte Samen untersucht. Beziiglich der 
Arbeiten tiber die Beeinflussung des Pflanzenwachstums durch ver- 
schiedene Substanzen sei auf die einschligige zahlreiche Literatur ver- 
wiesen. Es wird vorweggenommen, da® der EinfluB verschiedener Sub- 
stanzen auf Stengel- und Wurzelwachstum manchmal differiert. 


Methodik. 

Nach Vorversuchen erwies sich folgende Versuchsanordnung als 
am besten geeignet: 

In Petri-Schalen von 9em Durchmesser und 20 mm Héhe werden aus 
Zellstoff runde Scheiben von 75 bis 80 mm Durchmesser und etwa 1,5 mm 
Dicke (nicht zusammengepreBten Zellstoff berechnet) eingelegt. Die Zell- 
stoffscheiben werden stets mit derselben Menge Fliissigkeit (7 cem) 
gleichmaBig benetzt. Fiir die Kontrolle werden 7 ccm Wasser verwendet, 
fiir die eigentlichen Versuche die entsprechende Substanz in 7 cem Wasser 
gelést. Bei Verwendung von in organischen Lésungsmitteln (Ather, Aceton) 
gelésten Substanzen wird die betreffende Lésung gleichmaBig auf die Zell- 
stoffoberflache aufgetragen, getrocknet und der trockene Zellstoff mit 
7cem Wasser versetzt. 

Auf die nasse Zellstoffoberfliche werden unter der Lupe kontrollierte 
gleichmaBige Samenkérner in itibersichtlichen Reihen gelegt. Bei unseren 
Versuchen haben wir jeweils 33 oder 50 Kérner verwendet. Bei manchen 
Versuchen, bei welchen eine gréBere Samenzahl (100) gleichzeitig untersucht 
wurde, wurden gréBere Petri-Schalen und Zellstoffscheiben verwendet. 
Alle Versuche wurden mehrfach in Parallelversuchen durchgefiihrt. Bei 
jeder Serie wurden Kontrollen dreifach aufgestellt und ihr Mittelwert als 
Standard fiir die betreffende Keimungsserie verwendet. Die Abweichungen 
vom Mittelwert sollen + 5% nicht iibersteigen. 

Bei der Beurteilung des Versuchsergebnisses wird als _,,gekeimt*‘ 
ein Samenkorn bezeichnet, welches einen deutlichen, weiB schimmernden 
Rip in seiner Schale aufweist, aus welchem die Spitze des Keimlings etwa 
0,5 bis 2,0mm bereits herausragt. Das Resultat des Versuchs wird er- 
rechnet, indem die Zahl der nach 16 bis 18 Stunden gekeimten und 
ungekeimt gebliebenen Samenkérner (unter der Lupe) festgestellt 
und der prozentuale Anteil der gekeimten und ungekeimten Samen 
berechnet wird. Durch Vergleich mit gleichzeitig aufgestellten Kontroll- 
versuchen wird der EinfluB des untersuchten Stoffes auf die Keimung 
ermittelt. 


Es sind beziiglich der Beeinflussung der Keimung vier Arten zu 
unterscheiden: 1. Férderung des Keimungsvorganges; 2. Verlangsamung 
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des Keimungsvorganges; 3. vollstindige Hemmung der Keimung, 
daran erkennbar, daB die Samen nach Abspiilen mit Wasser, auf frischen 
mit Wasser getrinkten Zellstoff iibertragen, nachtraglich keimen; 
4. Abt6tung der Samen. 

Fiir die Beurteilung der Wirkung der Substanzen auf die Keimung 
sind aus diesem Grunde weitere Priifungen der Versuche’'von 24 zu 
24 Stunden von Wichtigkeit. Dies um so mehr, als manche Substanzen 
die Keimung nicht beeinflussen, den Keimling jedoch téten. 

Gleichzeitig kann im AnschluB an die Keimung durch 3 bis 4 Tage 
der Wachstumsvorgang des bereits gekeimten Samens beobachtet werden. 
Es ist oft auffallend, wie sehr die Beeinflussung der Keimung und des 





Abb. 1. @ ungekeimt. gekeimt. WT Wurzeltrieb. (Photo: Dr. Trude Ernst.) 


Wachstums durch verschiedene Faktoren auch einander entgegen- 
gesetzt verlaufen kann. Geringere Beeinflussungen des Keimungs- 
vorganges sind bei unbeeinfluBtem Wachstum schon nach 2 bis 3 Tagen 
in den Versuchen den Kontrollen angeglichen. Bei starker Beeinflussung 
der Keimung wurden die Wachstumsversuche so durchgefiihrt, dab 
ausgewahlte Samen bei Zimmertemperatur 16 bis 18 Stunden auf 
nassem Zellstoff keimen gelassen wurden. Von diesen wurden gleich- 
maBig gekeimte Samen in Mengen von 20 oder 33 Stiick in Petri-Schalen 
iibertragen, deren Zellstoff ebenso wie bei den Keimungsversuchen 
mit der Substanz getrankt war. Die Kontrollen wurden in gleicher 
Weise mit Wasser allein aufgestellt. 

Beim Wachstum wird die Entwicklung des Wurzel- und des Blatttriebes 
gesondert beobachtet. Beim gekeimten Samen wachst der Wurzeltrieb 

Biochemische Zeitschrift Band 296. 9 
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zuerst weiter und bedeckt sich bald mit feinen Harchen. Wir bezeichner: 
das weitere Wurzelwachstum tiber 2mm hinaus vor der Entwicklung der 
Wurzelhaare als ,,Wurzeltrieb“*; nach der Entstehung der Wurzelhaare, 
deren Bildung durch verschiedene Substanzen verhindert wird, als ,, Wurzel- 
haar, Dariiber hinaus wird bei autfallenden Unterschieden gegeniiber Kon- 
trollen auch das Langenwachstum des Wurzeltriebs vermerkt, wobei auch 
der Tropismus der Wurzelspitze, welcher durch Substanzen weitgehend 
gestOrt werden kann, beobachtet wird. Beziiglich des Blatttriebes wird 
zwischen dem Herauskommen wenigstens eines Teiles der Blatter aus der 
Samenschale (,, Blattkeim**) und dem weiteren Wachstum des Blattstengels 
sowie der Entwicklung des Blattes auf dem hochgerichteten Stengel (,, Blatt*‘) 
unterschieden. Auch hier werden auffallende Differenzen im Langenwachs- 
tum und in der Blattfarbe sowie eventuelle oft weitgehende Kriimmungen 


Abb. 2. WH = Wurzelhaar. BR Blattkeim. Bl Blatt. (Photo; Dr. Trude Ernst.) 


des Blattstengels gegeniiber den Kontrollen verzeichnet. Bei normalem 
Wachstum ist am 3. bis 4. Tag in der Petri-Schale das Bild einer ,,Oase“ 
zu beobachten. Die Beobachtung des Wachstums geschieht von 24 zu 
24 Stunden durch 3 bis 6 Tage. 


Es werden also bei der Keimung bestimmt: 1. Gekeimt (s. Abb. 1) 
G, 2. ungekeimt (s. Abb. 1) = @. 
Beim Wachstum wird vermerkt: 1. Wurzeltrieb, W7' (s. Abb. 1), 


2. Wurzelhaar, WH (s. Abb. 2), 3. Blattkeim, Bk (s. Abb. 2), 4. Blatt, Bl 
(s. Abb. 2). 


AuBerdem wird beim Wachstum kurzes (/) oder langes (/) Wachstum 
des Wurzel- und Blatttriebes, ebenso gekriimmtes Wachstum (gk) im 
Vergleich zu den Kontrollen vermerkt. 
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EinfluB der aiuBeren Faktoren auf die Cardaminekeimung und das 
*  Wachstum. 


Der EinfluB der a4uBeren Faktoren auf die Keimung und das Wachs- 
tum der Cardaminesamen wurde von uns vorerst im Hinblick auf etwa 
durch diese Faktoren bedingte Fehlerquellen der Versuche untersucht. 
Es wurde zuerst der EinfluB von Licht und Temperatur gepriift. 

Es zeigte sich, daB die Belichtung auf den Keimungsprozep ohne 
hesonderen EinfluB bleibt. Samen, welche in totaler Dunkelheit und in 
hellem Tageslicht in Parallelversuchen der Keimung ausgesetzt wurden, 
keimten mit gleicher Schnelligkeit. Wohl aber waren starke Licht- 
differenzen von EinfluB auf das Wachstum. Die Petri-Schalen sollen 
weder an zu dunklen Stellen, noch in direktem Sonnenlicht stehen- 
gelassen werden, sondern bei zerstreutem Licht. Ob dies in der un- 
mittelbaren Nahe des Fensters oder im Zimmerhintergrund geschieht, 
ist fiir diese Anfangsstadien des Wachstums ohne EinfluB. 

Anderungen der Temperatur bewirkten wichtige Verdnderungen der 
Keimungs- und der Wachstumsgeschwindigkeit. Samen, welche im Eis- 
kasten bei 69°C der Keimung ausgesetzt wurden, keimten nur zu 6%, 
wahrend gleichzeitig keimende Samen bei Zimmertemperatur (22 
bis 25° C) in derselben Zeit (16 bis 18 Stunden) zu 88 bis 96°, gekeimt 
waren. Die Keimungshemmung durch Temperaturerniedrigung  ver- 
schwindet, wenn die Samen spaiter in Zimmertemperatur gebracht 
werden. 

Samen, welche im Brutschrank bei 37°C der Keimung ausgesetzt 
wurden, keimten nach 16 Stunden zu 64°), wahrend gleichzeitig aus- 
gesetzte Samen in Zimmertemperatur bereits zu 85°, gekeimt waren. 
Die durch erhéihte Temperatur bedingte Keimungshemmung geht bei 
Zimmertemperatur zuriick. 

Auch fiir das Wachstum der Cardaminesamen bietet die Zimmer- 
temperatur (22 bis 25°C) die giinstigsten Bedingungen. Bereits bei 
Zimmertemperatur gekeimte Samen wuchsen innerhalb der folgenden 
4 Tage bei 38° bis zum Stadium ,,Wurzeltrieb“, wahrend die bei 25° 
gehaltenen Kontrollen das Bild der ,,Oase‘‘, die bei 10° gehaltenen 
Versuche 40% ,,Wurzelhaar* und 60°, ,,Blattkeim’ zeigten. 

Es muB8B daher fiir die Cardaminesamen die Temperatur von 22 
bis 25° C als optimale Keimungs- und Wachstumstemperatur angenommen 
werden und bei den Versuchen sowohl Erhéhungen, wie Erniedrigungen 
der Lufttemperatur vermieden werden. 

Von anderen Faktoren haben wir Stoffe, welche die Samenhiille 
beeinflussen k6énnten, beriicksichtigt. Wir konnten bestatigen, dab 
mehrtagiger Aufenthalt der Cardaminesamen in absolutem Alkohol, 
Ather sowie in Aceton die spdtere Keimung und das Wachstum der Samen 
nicht beeinfluBt. Nachdem die Samen wieder getrocknet sind, keimen 
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sie mit gleicher Geschwindigkeit wie Kontrollsamen. Auch ein mehr- 
stiindiger Aufenthalt der Samen in /- und 2° igen dtherischen Lésungen 
von Stearinsdure, Olsdure, Cholesterin oder Lecithin beeintlupt nicht dic 
Keimung, obwohl reichliche Mengen der betreffenden Stoffe an den 
Samen angetrocknet bleiben. 


Beeinflussung der Keimung und des Wachstums durch Siiuren und Basen. 

Bei unserer Versuchsanordnung haben geringe Anderungen der 
aktuellen Reaktion der den Samen zugegebenen Fliissigkeit heinen 
Einflup auf die Keimungsschnelligkeit ergeben. So zeigten n/2000 bis 
n/100 H,SO, und n/100 HCl keine Unterschiede der Keimung gegen- 
iiber den Kontrollen. Ebenso indifferent erwiesen sich n/1000 bis n/100 
Sodalésungen. Diese -Fliissigkeiten haben dabei vielfach das weitere 
Wachstum der Keimlinge verdndert, obgleich die Keimung unbeeinfluBt 
geblieben war, wobei die Keimlinge auch abgestorben sind. So hat eine 
n/2000 H,SO, oder HCl das Wachstum der Keimlinge etwas _be- 
schleunigt, wahrend n/200 H,SQO, nach der Keimung kein weiteres 
Wachstum zulieB und die Keimlinge abtétete. Zu n/100 HCl zugegebene, 
schon gekeimte Samen entwickelten sich in 5 Tagen bis zum Stadium 
WTk: Kontrollen und auf die gleiche Weise aufgestellte Versuche mit 
n/100 NaOH zeigten schon am dritten Tage das ,,Oase‘‘-Stadium. Die 
Versuche mit Sauren und Basen ergaben auch Differenzen zwischen der 
Beeinflussung der Keimung und des Wachstums des Keimlings durch 
die gleiche Substanz. Die Versuche zeigten auch, dal geringe Ab- 
weichungen des pu-Wertes der verwendeten Lésungen vom Neutralpunkt 
fiir das Wachstum und besonders fiir die Keimung belanglos sind. Bei 
stirker sauren oder alkalischen Lésungen muB die Reaktion und der 
eventuelle Salzgehalt der Kontrollfliissigkeit denen beim Versuch mit 
zugegebenen Substanzen angeglichen werden. 


Beeinflussung der Keimung und des Wachstums durch Salze. 


Die Angaben friiherer Autoren iiber die Wirkung der einzelnen 
Salze auf den KeimungsprozeB sind unvollkommen und oft einander 
widersprechend. 


Nach Hofmeister (7) beeinflussen die Salze in verschiedener Konzen- 
tration verschieden die Quellung, wobei sie zu folgenden Gruppen geordnet 
werden k6énnen: Quellungshemmende Salze, Natriumsulfat, -tartrat, 
-citrat, -acetat, und quellungsférdernde Salze, Natriumchlorat, Kalium- 
chlorat, Ammoniumchlorat, Natriumnitrat, -bromat, wobei die Stellung 
des Salzes in der Reihe seine Starke der Wirkung bezeichnet. Diese, an 
Quellungsversuchen der Gelatine gewonnenen Resultate, erwiesen sich bei 
unseren Versuchen fiir die Keimung ungiiltig, was einen Beweis dafiir bildet, 
daB die Keimung durch den QuellungsprozeB der Samen allein nicht erklart 
werden kann, Ahnlich zeigten sich bei unseren Versuchen als fiir die Keimung 
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ungultig die in der Literatur (siehe Einleitung) beobachteten Beeinflussungen 
des Quellungsvermégens durch geringe py-Anderungen. 

Bei den Versuchen mit Salzen wurden die quantitativen Verhaltnisse 
mit beriicksichtigt. Es wurde die Mindestmenge jedes Salzes bestimmt, 
welche noch befahigt war, die Keimung zu beeinflussen. Da die zahl- 
reichen Vorversuche ergaben, da eine eventuelle Keimungsbeein- 
flussung durch Salze nicht so sehr mit ihrer Gewichtskonzentration 
oder ihrem Aquivalentgewicht, sondern mit der molaren Konzentration 
zusammenhangt, wurden die folgenden Versuche mit Lésungen von 
jeweils gleicher molarer Konzentration durchgefiihrt. Die in den 
Tabellen angegebenen Molekulargewichte sind auf die wasserfreien 
Salze berechnet. Bei der Herstellung der Lésungen wurde selbst- 
verstandlich der Kristallwassergehalt der einzelnen Salze jeweils beriick- 
sichtigt. 

Aus den zahlreichen, mit den einzelnen Salzen durchgefiihrten 
Versuchen seien hier die wichtigsten wiedergegeben. In der Tabelle I 
sind die bei den anorganischen Salzen der Alkali und Erdalkalimetalle, 
in der Tabelle II die bei Schwermetallen und bei Salzen organischer 
Sauren gefundenen Ergebnisse wiedergegeben. Es sei noch einmal 
darauf hingewiesen, da Samen verschiedener Provenienz eine grébere 


Tabelle I. Anorganische Alkali- und Erdalkalisalze. 





Molare Konzentration 


Substanz Mol.- 

soa Gewicht m400 m/200 m100 m/50 m40 m/30) m 20 m 15 m/10 
NaF*..... 42,0 22 22 60 60 
NaCl...... 58,5 O**# 0 0 0 0 25 57 
NaBr ..... 102,9 0 0 0) 0 0 0 0 15 
1 OS ee 149,9 0 0 0 0 0 0 0 20 
NaNOsg.... 85,0 0 0 0 0 0 0 12 22 
Na,SO,...  142,1 0 0 0 0 0 0 0 30 
Na,CO, ... | 106,0 0 0 0 0 0 27 
NaH,PO,.  120,0 0 0 0 0 0 0 0; O 12 
Na,HPO,.  142,0 0 0 0 0 0 0 0 10 
Na,PO,...  164,0 0 0 0 0 0 0 0 - 
= Renee 166,0 0 0 0 0 0 0 0 
mNO,..:.. | 1081 0 0 0 0 0 0 12 a 
K CIO, .... || 122,6 0 0 0 0 0 0 0 
K,HPO,..  174,3 0 0 0 0 0 0 40 
NH,Cl.... 53,5 0 0 0 0 0 0 13; — 19 24 
NH,J..... 145,0 0 0 0 0 0 0 0 () 10 
(NH,),CO,  196,1 ~ - 85 100 
Cah i ik 111,0 0 15 28 52 66 100 
OBDis 2+... 199.9 0 14 32 
MgCl, ..... 95,2 0 0 11 40 

* m/1000 — 16, m/2000 0. ** © indifferentes Verhalten, Keimungshemmung in 


Prozenten im Vergleich zu den Kontrollen. 
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Tabelle I]. Salze organischer Sauren und Schwermetallsalze. 





Molare Konzentration 


Substanz Ba 
m 400) m200) m/100 m 50 m/40 m/30 m/20 = m/10 
Natrium 
citricum ..... 258,5 0 0 0 0 0 0 18 
Natrium 
oxalicum ....  136,0 0 0 0 () 0 (0) 35 
Natrium 
tartaricum ... | 194.0 0 0 (0) 21 47 
Kalium 
tetraoxalicum 218,1 0 0 0 0 15 
Natrium 
aceticum..... 82.0 0 0 0) 0 0 16 16 
Magnesium 
aceticum..... 142,3 0 11 21 100 
Barium 
aceticum* ... | 255,3 43 43** 60** 
Plumbum 
aceticum *** , 325.2 27 45 100 
Hydrargyrum 
aceticum 
CORNET S54 cn’ 318,6 100 
Thallium 
aceticumtt ..  263,4 - 
K, H, Sb, 0, ttt = 435,7 0 0 
2 ee 158,0 0 0 0 0 0 0 0) 15 
OE 0 ne a 161,4 13° 36 47 
* m/3000 0, m/2000 12. ** Tétet bei m/100 den Keimling, in m/40 auch den Samen 
ab. *** 1/1000 O. + m/20000 0, m/5000 37, m 2500 — 40. +* m 20000 0, m/3000 
31. +++ Unwirksam infolge der Unléslichkeit in H, O. 


oder geringere Empfindlichkeit gegeniiber den einzelnen Salzen im 
Vergleich zu den in den Tabellen angegebenen Werten zeigen kénnen. 
Die Differenzen in der Empfindlichkeit gegeniiber den einzelnen Salzen 
lagen immer in derselben Richtung, so dai Konzentrationen, bei 
welchen die Wirkung nachweisbar war, bei etwas héherer oder niederer 
Konzentration aufgetreten sind. 

Die Versuche mit verschiedenen Salzen ergaben, dap diese in zwei 
Gruppen eingeteilt werden kénnen. Die erste kleine Gruppe bilden solche 
Salze, von denen schon kleine Mengen geniigen, um die Keimung zu 
hemmen oder zu schadigen. Wir miissen bei dieser Gruppe an eine 
direkte Beeinflussung der Keimungsvorginge im Samen denken. Zu 
dieser Gruppe gehéren in erster Linie gewisse Schwermetallsalze und in 
etwas geringerem Grade gewisse Erdalkalien. Bei manchen Salzen ist 
die hemmende Wirkung durch das Anion bedingt, so bei NaF. 

Der GroBteil der Salze erwies sich bis zu einer gewissen absoluten 
Konzentration fiir die Keimung der Kressesamen als indifferent. Bis 
zu m/30 beeinfluBten diese Salze die Keimung tiberhaupt nicht, mit 
Ausnahme des Na,CO, und (NH,),COg, deren alkalische Reaktion bei 
dieser Konzentration schon verhaltnismaBig hoch ist. Alle iibrigen 
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Salze zeigten zwischen m 20) und m/10 eine gréBere oder geringere 
Hemmung des Keimungsvorganges. Wir miissen also diese Grenze als 
eine fiir jedes Salz geltende betrachten, die wahrscheinlich durch den 
osmotischen Druck der Salzlésungen bedingt ist. Durch die Beriick- 
sichtigung des Molekulargewichts erhalt man ein ganz anderes Bild als 
bei Betrachtung der Gewichtsmengen der einzelnen Salze, welche not- 
wendig sind, um die erste Hemmung der Keimung herbeizufiihren. 
Auch bei den Salzen dieser Gruppe hatten wir den Eindruck, daB die 
Jodide in etwas geringerem Grade als die Bromide, und diese in ge- 
ringerem Grade als die Chloride die Keimung hemmten. 

Es wurden auch Versuche mit Ldsungen von Salzgemischen durch- 
gefiihrt. Sie ergaben im allgemeinen, daB die Wirkung der einzelnen 
Salze gleich war der Summe der Wirkungen der Einzelbestandteile. 
Aus den zahlreichen Versuchen dieser Art seien hier die Versuche mit 
physiologisch-isotonischen Lésungen wiedergegeben. 





Keimungshemmung 


Physiologische Kochsalzlésung ......... 3% 
Warmbliitior- Ringer oii. i6cs cece cece 34% 
- AT Oo) ae nr 51% 
+s »  Ca- und Mg-frei ... 49 % 


Im Gegensatz zu K MnQ,, welches sich in geringen Konzentrationen 
der Keimung gegeniiber indifferent verhielt, zeigten neutrale H,O,- 
Lésungen bei m/400 0%, m/50 27%, m/10 84°, Keimungs- 
hemmung. Die Samen wurden dabei nicht abgetétet. 

Die zahlreichen mit den Salzen durchgefiihrten Wachstums- 
versuche ergaben im allgemeinen ahnliche Ergebnisse, wie sie in der 
Literatur vielfach mitgeteilt sind. Die Differenzen, soweit sie festgestellt 
wurden, kénnen vielleicht mit den abweichenden Verhaltnissen unserer 
Versuchsbedingungen zusammenhangen, wozu noch die Eigenarten der 
verwendeten Samengattung dazukommen. Nichtsdestoweniger erwies 
sich der Vergleich des Wachstums der unter dem EinfluB der ver- 
schiedenen Stoffe stehenden Keimlinge nach manchen Richtungen sehr 
aufschluBreich. Aus der Fiille unserer Beobachtungen seien hervor- 
gehoben: Der verkehrte Tropismus der Wurzeltriebe unter dem Einflu’ 
von schwachen Sauren und H,O,, das Fehlen der feinen Wurzelhaare 
bei zahlreichen Salzen, besonders bei den Jodiden, die abweichende, 
mehr gelbgriine Farbung der Blatter unter KinfluB der Bromide usw. 


Beeinflussung der Keimung durch Bausteine des tierisehen und 
pflanzlichen Organismus. 


Es wurde die Beeinflussung der Keimung durch verschiedene 
organische Substanzen, insbesondete Kohlenhydrate, Aminosdéuren und 
Eiwei8kérper gepriift, wobei solche Stoffe bevorzugt wurden, welche 
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am Aufbau der lebenden Materie beteiligt sind. Da bei einem Teil 
dieser Stoffe das Molekulargewicht unbekannt ist, wurden die Substanzen 
mit bekanntem Molekulargewicht in 7'abelle 1/17, die mit unbekanntem 
Molekulargewicht in T'abelle 1V wiedergegeben. Die Substanzen der 
Tabelle ILL wurden in verschiedenen molaren Lésungen fiir die Ver- 
suche verwendet. Die in der Tabelle IV angegebenen Zahlen ent- 
sprechen Milligrammen Substanz, welche pro Versuch (gelést in 7 cem 
Wasser) verwendet wurden. Die Aminosduren wurden direkt, nicht in 


Form von Salzen gegeben. 


Tabelle III. 





vee Molare Konzentration 


Substanz Saeed 
Gewicht m/200 m/100) m/50 m40  m30 m/20 mils mo m5 


Glykokoll i 18 28 
Glutaminsaure. ; 

Cystin 

Histidin 

Leucin 

Harnstoff 

Dextrose 

Glycerin 


Tabelle IV. 





mg pro Versuch 
Substanz 


Albumen ovi 

Pepton Witte 
Serumalbumin 
Nucleinsiure aus Hefe 
Thymonucleinséure. ....... 
Glykogen 

Dextrin 

Fel tauri depuratum 


Diese Versuche ergaben in auffallender Ubereinstimmung mit 
unseren bei der Mehrzahl der Salze erhobenen Befunden, daB Amino- 
siuren, Kohlenhydrate und Harnstoff gleich den anorganischen Neutral- 
salzen in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht und osmotischem 
Druck in wasseriger Lésung erst in Konzentrationen gréBer als m /20 
eine Hemmung der Keimung verursachen. Die schwach saure Reaktion 
der gelésten Aminosaiuren scheint dabei ohne EinfluB zu sein. Bei 
Leucin und Cystin wurde die Untersuchung mit héheren Konzentra- 
tionen vernachlassigt, da schon bei den verwendeten Konzentrationen 
der GroBteil der Aminosauren unléslich geblieben ist. 
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Von den untersuchten iibrigen Substanzen zeigte die rohe Chol- 
siure bei 35mg pro Versuch eine Hemmung der Keimung und das 
Glykogen bei 60 mg pro Versuch. Die untersuchten Eiwei®kérper und 
das Pepton beeinfluBten praktisch die Keimung nicht. Es sei bei diesen 
darauf hingewiesen, daB es sich um nicht denaturierte EiweiSkérper 
handelte, die von einem von uns durch fraktionierte Salzfaillung und 
Dialyse (8) hergestellt wurden. 


Beeinflussung der Keimung und des Wachstums durch pflanzliche 
Wuchsstoffe und Indolverbindungen. 


In den letzten Jahren sind, wie bereits in der Einleitung erwahnt 
wurde, zahlreiche Substanzen entdeckt worden, welche das Wachstum 
der Pflanzen im positiven Sinne beeinflussen. AuBer den zuerst er- 
forschten Auxin « und Auxin # sind mit der Zeit auch Substanzen von 
vollkommen verschiedenem chemischem Bau gefunden worden, welche 
einerseits das Langenwachstum steigern, andererseits Kriimmungen 
beim Pflanzenwuchs herbeifiihren. Wir haben von den Wuchsstoffen 
den EinfluB von Mesoinosit, Indol-f-essigséure (Heteroauxin) und 
B-Alanin auf die Keimung und auf das Wachstum bei unserer Versuchs- 
anordnung untersucht. Diese Versuche ergaben, daB die untersuchten 
Wuchsstoffe auf die Keimung keinen EinfluB ausiiben. 


So zeigte Mesoinosit in Mengen von 0,007 bis 7,0 mg Substanz pro 
Versuch keinerlei Beeinflussung der Keimung, ebenso #-Alanin in Mengen 
von 0,007 bis 1,0 mg Substanz pro Versuch. In Mengen von 7 mg Substanz 
pro Versuch ergab £-Alanin sogar eine leichte Hemmung der Samenkeimung 
(bis 15%). Indol-f-essigsaure war in Mengen bis 1 mg fiir die Keimung 
indifferent, in Mengen von 2 mg hemmte es die Keimung zu 32 %, in héherer 
Konzentration (5, 10 und 25mg) bis zu 50%. 

Die Untersuchung der Wachstumsbeeinflussung durch die Wuchsstoffe 
ergab, daB Konzentrationen von mehr als 1 mg Substanz pro Versuch von 
B-Alanin und Indol-f-essigsiure das Wachstum proportional ihrer Konzen- 
trationen hemmten. Mesoinosit war in Mengen bis 7 mg pro Versuch ohne 
EinfluB auf das Wachstum. Mesoinosit zeigte erst in Konzentrationen 
unterhalb 0,25 mg eine Beschleunigung des Wachstums, welche noch bei 
0,007 mg pro Versuch deutlich vorhanden war. Bei £-Aianin war eine 
Beschleunigung des Wachstums bei Mengen von 0,01 bis 0,007 mg pro 
Versuch deutlich vorhanden. Mengen von 0,035 bis 0,07 mg erwiesen sich 
fiir das Wachstum als indifferent. Die Indol-f-essigsiure férderte ebenfalls 
das Wachstum bei sehr groBen Verdiinnungen. 

DaB gréBere Wuchsstoffmengen befahigt sind statt einer Férderung 
eine Hemmung des Wachstums herbeizufiihren ist ebenfalls von Thimann (9), 
Macht und Grumbein (10) fiir Auxin, bzw. fiir Indol-f-essigsaure bei Keim- 
lingen von Pisum avena, bzw. von Lupinus albus beziiglich des Wachstums 
der Primarwurzeln u. a. festgestellt worden. 


Im Anschlu8 an die Untersuchung der Indol-f-essigsiure wurde 
auch der EinfluB von |-N-Methylindol, 2-Methylindol, Indol-$-propion- 
Q* 
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saure und Indol auf die Keimung untersucht. Es ergab sich der auf- 
fallende Befund, daB Indol schon in Mengen von 0,05 mg Substanz pro 
Versuch eine deutliche Hemmung der Keimung (-— 18°) bewirkt, welche 
mit steigernden Substanzmengen immer starker wird (z. B. 0,2 mg 
40°, 0,6 mg 65°, und bei 5 mg 100% Hemmung). Erst Mengen von 
0,01 mg erwiesen sich fiir die Keimung als indifferent. Die Indol-f- 
propionsdure zeigt diese Kigenschaft in viel geringerem Grade als Indol 
und auch schwacher wie Indol-f-essigsdure. Wihrend Mengen bis 5 mg 
Substanz pro Versuch die Keimung unbeeinfluBt lieBen, war bei 10 mg 
30°), bei 20 mg 35°, Keimungshemmung vorhanden. Das 2- Methyl- 
indol hemmte die Keimung ungefahr gleich stark wie Indol-p-essigsdure 
und 1-N-Methylindol zeigte ebenfalls die gleiche Keimungshemmung (bei 
2mg pro Versuch 30°%, Hemmung, bei 1 mg keine Keimungsbeein- 
flussung). Es zeigt sich also, daB mit dem Auftreten einer Seitenkette, 
besonders in B-Stellung bei Indol, die von Indol herbeigefiihrte Keimungs- 
hemmung stark vermindert wird, und zwar um so mehr, je ldanger die 
Seitenkette ist. Merkwiirdig ist, da nach Versuchen von Lustig und 
Wachtel (11) die Indol-f-propionsiure im Vergleich zu Indolessigsiure 
und besonders Indol auch eine viel geringere Toxizitat fiir Mause aufweist. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Bestimmung der Beeinflussung von 


Keimung (nach 16 bis 18 Stunden) und des Wachstums (innerhalb 
3 bis 4 Tagen) von Kressesamen beschrieben und ihre Anwendungs- 


breite bestimmt. 


Die Beeinflussung der Keimung durch verschiedene Faktoren 
verlauft unabhangig von der Beeinflussung des Wachstums, so daB der 
jeweils gleiche Faktor beide Vorgange sowohl-in der gleichen, wie in 
der. entgegengesetzten Richtung beeinflussen kann. Der Keimungs- 
vorgang ist auch von vielen Faktoren (z. B. Licht) unabhangiger als 
der Wachstumsvorgang. 

Mit Ausnahme von Samengiften zeigen verschiedene anorganische 
und organische Salze und verschiedene organische Substanzen eine 
Beeinflussung des Keimungsvorganges erst in héheren Konzentrationen 
und in Abhangigkeit von ihrer molaren Konzentration. Die Keimung 
der Kressesamen wird von diesen Substanzen erst in Konzentrationen 
von m/2Q bis m/10 gehemmt, unabhangig davon, ob es sich um Salze, 
Aminosauren oder Dextrose handelt. Die gleichen Faktoren iiben auf 
das Wachstum eine verschiedene Wirkung aus, so unterscheiden sich 
z. B. die einzelnen Halogene in ihrer Wirkung auf das Wachstum. 


Pflanzliche Wuchsstoffe (Heteroauxin, Mesoinosit, 8-Alanin) beein- 
flussen in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen (1 bis 5 mg) die 
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Keimung nicht. In gleich hohen Konzentrationen bewirken manche 
Wuchsstoffe sogar eine Hemmung des Wachstums. Niedrige Kon- 
zentrationen, die das Wachstum unbeeinfluBt lassen, und ganz geringe 
Konzentrationen, welche das Wachstum fordern (< 7 y), sind ebenfalls 
ohne EinfluB auf die Keimung. 

Von den untersuchten organischen Substanzen zeigt das Indol eine 
besonders auffallende Keimungshemmung schon in sehr geringen Kon- 
zentrationen (50 y). Mit dem Auftreten einer Seitenkette, besonders in 
f-Stellung und zunehmender Lange der Seitenkette, geht diese keimungs- 
hemmende Wirkung stark zuriick. 
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Spezifisch-dynamische Wirkung der vollwertigen Eiweibstoffe 
nach lingeren Hungerperioden. 
Von 
Brizio Cera und Cesare Lombroso. 
(Aus dem Physiologischen Institut der kénigl. Universitat Genua.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die zahlreichen Untersuchungen tiber die spezifisch-dynamische 
Wirkung der Nahrstoffe, insbesondere die der EiweiBstoffe, ergeben 
zwar eine hinreichende Ubereinstimmung in den Daten tiber den Verlauf 
und die zahlenmaBige GréBe dieser Erscheinung, gehen hingegen in den 
Versuchen, eine Erklarung fiir sie zu finden, weit auseinander. Ja, man 
findet sogar, da} oft die Richtlinien, nach denen die einzelnen Forscher 
ihre Erklarungsversuche einstellen, kaum etwas miteinander zu tun 
haben. [Vgl. die kiirzlich erschienene zusammenfassende Abhandlung 
von Lombroso (1).] 


Als ,,spezifisch-dynamische Wirkung wird bekanntlich der Mehr- 
verbrauch an Kalorien bezeichnet, der in einem Organismus nach der 
Nahrungsaufnahme eintritt, wahrentl alle iibrigen auBeren Versuchs- 


bedingungen den zur Bestimmung des Grundumsatzes nétigen ent- 
sprechen (Warmegleichgewicht, absolute kérperliche Ruhe usw.). Die 
Proteine geben bekanntlich die starkste Gasstoffwechselerhéhung, so 
daB in den ersten 8 bis 10 Stunden nach EiweiBgenuB der Sauerstoff- 
verbrauch zu einem Wert ansteigt, der, in Kalorien umgerechnet, un- 
gefahr 30 bis 40 °, der in der eingefiihrten Nahrung potentiell enthaltenen 
Kalorien ausmacht. 


Unter den verschiedenen Auffassungen, nach denen man diese Er- 
scheinung auszulegen versucht hat, fanden diejenigen am meisten Anhanger, 
welche die spezifisch-dynamische Wirkung von den besonderen chemischen 
Umsetzungen abhiingen lassen, die sich bei der Verarbeitung der Nahrungs- 
stoffe im Organismus abspielen. So erkliren z. B. Terroine und Bonnet (2) 
die Entstehung dieser Gasstoffwechselsteigerung mit dem Energieaufwand 
fiir die Desaminierung und die Harnstoffbildung, die diese nach sich zieht. 
Schdfer und Aubel (3) erklaren sie mit der chemischen Arbeit, die bei der 
Umwandlung des N-freien Restes in Traubenzucker aufgewandt wird. 
Nach diesen Theorien miiBten die im UberschuB verbrauchten Kalorien 
der Mehrausscheidung an Stickstoff proportional sein. Tatsachlich existiert 
nach der Meinung vieler Forscher eine solehe Beziehung, und sie wird mit 
8,5 Kalorien (sogenannte Extrakalorien) pro Gramm Stickstoffmehraus- 
scheidung durch die Niere angegeben. Gegen diese Feststellungen sprechen 
jedoch folgende Tatsachen: Nach Zummo (4) erzeugen in manchen Tieren 
einige Aminosauren, die im iibrigen gut vom Organismus ertragen und ver- 
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wertet werden, iiberhaupt keine spezifisch-dynamische Wirkung; so z. B. 
Glykokoll tin der Taube, Glucosamin in der Taube, im Meerschweinchen 
und in der Ratte usw. Von den Untersuchungen, die am meisten an 
der angenommenen Beziehung zwischen Extrakalorien und Stickstoff- 
ausscheidung Zweifel erwecken, interessieren besonders diejenigen von 
Wilhelmy und Mann (5), weil sie den Gedanken nahelegen, daB die spezifisch- 
dynamische Wirkung auf einer Reaktion des gesamten Organismus beruhe, 
und nicht von einer Zwischenstufe des spezifischen Abbaus der einen oder 
anderen Aminoséure verursacht werde. Nach diesen Autoren fiihrt die 
Verabreichung von Aminosdéuren nach einer lingeren Hungerperiode zu 
einer Erhéhung des Gasstoffwechsels bis zum doppelten Betrag, wie ihn 
dasselbe Material in denselben Tieren unter Normalumstanden hervorruft ; 
ja, die mehrverbrauchten Kalorien kénnen sogar die Zah] der im verfiitterten 
EiweiBmaterial enthaltenen Kalorien iibersteigen, was bedeuten wiirde, 
daB diesem Material eine derart starke, stoffwechselsteigernde Wirkung 
zuerkannt werden miiBte, daB es auch andere Materialien in die Verbrennung 
mit hineinziehen wiirde. Wilhelmy und Mann priiften die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Alanins und des Glycins, intravenés verabreicht, 
an Hunden, die mit einer konstanten Standarddiat gefiittert wurden. Dann 
lieBen sie die Hunde bis zu 2 Wochen lang hungern, injizierten darauf 
dieselben Aminoséuren, und stellten fest: 1. daB die spezifisch-dynamische 
Wirkung bedeutend zugenommen hatte, und 2. daB der Atmungsquotient 
nach der Injektion derselbe blieb, wie wihrend des Grundumsatzes. Eine 
Wiederholung der Versuche mit Phenylalanin ergab hingegen absolut keine 
Veranderung der normalen spezifisch-dynamischen Wirkung in hungernden 
Tieren. 

Die Versuche von Stassi (6) bestatigten das, was Wilhelmy und Mann 
beim Hund beobachtet hatten, fiir die Taube, und zwar wurde festgestellt, 
daB die normale stoffwechselsteigernde Wirkung der Glutaminséure nach 
langerem Hungern deutlich erhéht ist. Andererseits hat Stassi gefunden, 
daB Aminoséuren, die auch normalerweise keine spezifisch-dynamische 
Wirkung erzeugen, diese Eigenschaft am Tier im Hungerzustand beibehalten. 
So gibt z. B. das Glykokoll und das Alanin (also gerade die Aminoséuren, 
mit denen Wilhelmy und Mann bei Hunden die besten Ergebnisse erzielten), 
bei Tauben weder im normalen, noch im Hungerzustand eine Stoffwechsel- 
steigerung. Wilhelmy und Mann glauben, ihre Ergebnisse vielleicht damit 
erklaren zu kénnen, da nach langerem Hungern die verabreichten Amino- 
siuren wenigstens voriibergehend eine Steigerung derjenigen Vorgange 
herbeifiihren kénnten, die auf einen Wiederaufbau der im Hunger zerstérten 
Protoplasmabestandteile hinwirken; der Energieaufwand fiir diesen Wieder- 
aufbau ware demnach die Ursache der festgestellten Stoffwechselsteigerung. 


Diese Auslegung kénnen wir heute nicht mehr ohne weiteres als zu- 
treffend hinnehmen. Vor allem stimmt schon die Beobachtung von Stassi 
nicht mit ihr iiberein; denn wenn bei einigen Aminoséuren sowohl die normale 
wie die durch den Hungerzustand gesteigerte spezifisch-dynamische Wirkung 
ausfallt, so miiBten wir fiir einige Aminosdéuren die Teilnahme an den ver- 
muteten Aufbauprozessen zugeben und andere davon ausschlieBen, was nicht 
angeht. 

Andererseits fand Grafe schon im Jahre 1910, da die spezifisch- 
dynamische Wirkung verschiedener Nahrungsstoffe durch ausgedehnte 
Hungerperioden nicht beeinfluBt wird. Neuerdings haben weiterhin J. Masai, 
H. Mabuchi und T. Fukiwake (7) die spezifisch-dynamische Wirkung des 
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Glykokolls am Kaninchen vor und wahrend einer ausgedehnten Hunger 
periode untersucht, und dabei eine allmahliche Abnahme der’ spezifisch 
dynamischen Wirkung vom 1. bis zum 12. Hungertag bis zu einem fast 
vollstandigen Verschwinden festgestellt. Dieses Ergebnis beweist noch 
einmal (wie schon diejenigen von Zummo, Stassi usw.), daB die Intensitit 
der spezifisch-dynamischen Wirkung nicht nur stark von der Art des ver 
wendeten Fiitterungsmaterials abhangt, sondern auch nicht wenig von 
der Wahl des Versuchstieres beeinfluBt wird (Hund, Taube, Kaninchen usw. ). 
Ubrigens erscheint die Ansicht, derzufolge der Gaswechsel immer 
dann bedeutend erhéht ware, wenn im Organismus Eiweifneubildungen 
vor sich gehen, auch alles andere als bestatigt durch eine Versuchsreihe, 
in der Cisi (8) die spezifisch-dynamische Wirkung in heranwachsenden 
Tieren untersucht, und nach welcher stets und iibereinstimmend in diesen 
Tieren eine niedrigere spezifisch-dynamische Wirkung gefunden wird, als 
in normalen, erwachsenen Tieren. Dieser Uberlegung kénnte allerdings 
nicht zu Unrecht entgegengehalten werden, da der Vorgang der Protein- 
svnthese in einem heranwachsenden Tier und derselbe Vorgang in einem Tier, 
dessen Gewebssaéfte und Allgemeinbefinden durch ein vieltagiges Hungern 
gelitten haben, nicht miteinander verglichen werden kénnen. Denn wahrend 
der Hungerperiode kénnen sich ja Umstiénde herausentwickelt haben, die 
auf die stoffwechselsteigernde Wirkung einer gegebenen Substanz einen 
nicht unbedeutenden EinfluB ausiiben kénnten. Tatsadchlich wird es von 
verschiedenen Forschern (Lusk, Grafe, Albertoni usw.) fiir méglich gehalten, 
daB sich waihrend des Hungers im Organismus eine betriichtliche Azidose 
entwickelt, die Blutzusammensetzung dementsprechend verandert wird, 
und diese Verainderungen auch fiir eine betrichtliche Variation des Gas- 
umsatzes verantwortlich gemacht Werden kénnen. Andererseits haben 
zahireiche Versuche ergeben, daB das System der Inkretdriisen auf die 
spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrstoffe nicht ohne Einflu8 ist. 
Wir erinnern nur an die Arbeiten von Abelin und Bernard (9) iiber die 
Erhéhung der spezifisch-dynamischen Wirkung durch Thyroxingaben, die 
von Plaztner (10) iiber die Hemmung nach Kastrierung, die Unter- 
suchungen von La Plaut (11) und von Knipping, Nord, Denel (12) iiber den 
EinfluB der Hypophyse und der Nebennieren., Der ausgedehnte Hunger- 
zustand kénnte demnach also auf direktem oder indirektem Wege auf die 
Sekretion der Inkretdriisen einwirken und so mit all den oben erwahnten 
Folgen die Zusammensetzung der Gewebsfliissigkeit verdndern. 
Zusammenfassend stellen wir also fest: 1. Die mangelnde Uber- 
einstimmung in der Literatur iiber die Erhéhung der spezifisch-dynami- 
schen Wirkung bei Tieren, die einer langeren Hungerperiode ausgesetzt 
waren, kénnte auf der Verschiedenheit der Versuchsbedingungen, der 
verwandten Aminosduren oder der Versuchstiere beruhen. 2. Wenn 
die spezifisch-dynamische Wirkung einzelner Aminosiuren im Hunger- 
zustand deshalb erhéht ist, weil vermehrte EiweiBsynthese stattfindet, 
so miiBbte dasselbe fiir die Wirkung der vollwertigen Proteine im Hunger- 
zustand erwartet werden. 3. Wenn schlieBlich die deutliche Verminderung 
der spezifisch-dynamischen EiweiSwirkung in heranwachsenden Tieren 
damit in Verbindung zu bringen ware, daB ein groBer Teil des eingefiihrten 
Stickstoffs nicht abgebaut und ausgeschieden, sondern im Organismus 
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festgehalten wird, so muBte es von Interesse sein, das Verhalten der 
Wirkung  vollwertiger 
Tieren zu kontrollieren, die wegen der vorhergegangenen Hungerverluste 


spezifisch-dynamischen Proteine an solchen 
ihren EiweiBbestand wieder aufzubauen bestrebt sind. 

Wir haben deshalb die vorliegenden Versuche auf der spezifisch- 
dynamischen Wirkung vollwertiger Proteine (Fleisch) aufgebaut, weil 
diese am besten geeignet sind, eine Stickstoffretention zu begiinstigen. 
Als Versuchstier wurde der Hund gewahlt, weil dieser eine konstante 











‘ Pha-| © CO, O2 Cal a — 
Vorgang sen Std. CO,, O, R.Q. wits ive pie umsats Wirkung 
g g "lo Vlg 
1. Versuchstier: Hund von 4,9kg Gewicht. 
Grundumsatz 3", 9,49 7,940,87 0,553 0,436 1,584 
Nach 145 g | I 3 (11,86 11,440.75 0,806 0,778 2,578 + 62,7 
Fleisch II 3 11,01 9,900,80 0,749 0,673 2,261 + 42,7 | 29.2 
(= 121,22 Cal) | III 3 11,38 10,16.0,81 0,773 0,689 2,323 + 46,6 
Nach 6 Tagen 
Hunger (von 5,1 | I 21), 7,73 5,66.0,99 0,729 0,535 1,883 
auf 4,7kg | II) 2%, 8,27 7,510,80 0,781 0,710 2,140 
abgenommen) | [II 2 = 5,57 5,640,72 0,591 0,600 1,978 
Grundumsatz | 
- : I 2 6,58 6,720,71 0,700 0,714 2,345 12,8 
oe | IT 2), 660 6430.75 01623 0,607 2014 3.0 
(= 158,84 Cal) | III | 2 6,80 5,45 0,90 0,723 0,578 1,994 4,0 
Pe Bas Kieaes IV 7 18,75 17,19.0,79 0,570 0,523 1,748 15,8 
Nach 6 Tagen 
Hunger (von 5,0 | 
auf 4,6 kg 3 = 7,76 8,07.0,70 0,601 0,594 2,001 
abgenommen) | 
Grundumsatz 
7 8 I; 4 9,90 7,390,97 0,536 0,400 1,412 29,5 
= | II 3 8,29 8,380,72 0,600 0,606 1,992 — 0,5 
(= 195.4 Cal III 4 10,93 10,78 0,74 0,591 0,584 1,939 3,1 
= 120.8 Ca) | IV 3 | 8,93 9,060,71 0,645 0,656 2152 + 7.5 
2. Versuchstier: Hund von 7,5 kg Gewicht. 
Grundumsatz 4 (16,10'15,55'0,75) 0,536 0,518 1,745 
Nach 180g I 4 23,40 23,50 0,72 0,780 0,783 2,638 + 51,2 
Fleisch II 4 16,85 16,30 0,75 0,561 0,543 1,829 + 4,8 27,75 
(= 150,48 Cal) | IIT 4 18,95 19,25.0,71 0,631 0,641 2,160 23,8 
Nach 7 Tagen 
were 3 11,15 10,76 0,75 0,571 0,551 1,856 
abgenommen) II 3 10,10 11,29,0,65 0,517 0,574 1,934 
Grundumsatz 
Nach 180g | [  31/, 13,70 13,80 0,73 0,602 | 0,606 2,042 7,75 
Fleisch II 3. 10,90 11,100,71 0,559 0,569 1,917 1,16 
(= 150,48 Cal) | TIT 5 20,10 18,60.0,78 0,618 0,572 1.927 + 1.7 3,20 
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@ CO» Os Cal G . 
Vorgang — Std. CO, O, R.Q. pro pro pro — Oh. all 
: kg/Std. kg Std. kg Std. baie 
g £ "lo 9/9 


3. Versuchstier: Hund von 7,1 kg Gewicht. 


Grundumsatz | 1 | 2 7,70 6,700,83 0,542 | 0,471 | 1,597 
(vordemHunger)| II 3 11,40 9,420,88 0,535 0,442 1,519 


Nach 7 Tagen 
Hunger (von 7,0 
auf 6,1 kg 31/4, 8,35, 8,09. 0,75 0,421 0,406 1,350 
abgenommen) | 
Grundumsatz 
I 21, 5,40 4,500,87 0,393 0,327 | 1,119 — 24,0 
Nach 170g | II 3 | 4,70 3,93:0,87) 0,256 | 0,214 | 0,733 |— 60,2 
Fleisch IIT 41), 15,85 14,91 0,77 0,609 0,573 1,913 + 30,0) 9,1 
(= 142,12 Cal) | IV 3. !11,20)10,24'0,80 0,611 0,559 1,876 + 27,4 
V 45/, 16,65 16,76.0,72 0,573 0,577 | 1,898 + 29,0 


Nach 6 Tagen 
Hunger (von 6,7 








auf 6,1 kg is 7,40 7,82 0,69 0,606 0,640 2,096 
sboenommen) i,t 2 8,10 8,150,75 0,663 0,667 2,213 
Grundumsatz 

L123 8,70 8,97.0,70 0,713 0,734 2,410 +. 11,8 

Nach 150g II 2 8,40 8,49.0,72 0,688 0,695 | 2,288 +- 6,2 

Fleisch III 6 27,65)/26,95.0,74 0,754 0,736 | 2,485 +. 13,0. 10,6 
(== 125,40 Cal) | IV 3. 12,00'12,20:0,71 0,655 0,770 ' 2,180 + 1,1 
Vig 7,70 7,260,77 0,631 0,595 1,980 — 8,1 


und betriachtliche spezifisch-dynamische Wirkung der Proteine beob- 
achten laBt. Die Versuche wurden an drei Hunden ausgefiihrt, bei denen 
zuerst die spezifisch-dynamische Wirkung einer Fleischgabe am normalen 
Tier und dann die Wirkung einer gleichen Fleischmenge nach sechs- bis 
siebentigigem Fasten geprift wurde. Bei.zwei Hunden wurde der 
Versuch nach ausgedehntem Hungern wiederholt (zur Kontrolle), aber 
natiirlich erst nachdem das Tier sich eine Zeitlang bei reichlicher Kost 
vom ersten Fasten erholt hatte. In den einzelnen Versuchen wurde 
zunachst in mehreren Phasen der Grundumsatz festgestellt ; die Messung 
der spezifisch-dynamischen Wirkung wurde sodann tiber 15 bis 20 Stunden 
ausgedehnt, wobei wir ebenfalls in mehreren Phasen vorgingen, um die 
Stoffwechselkurve besser verfolgen zu kénnen. Wiahrend der ganzen 
Versuchsdauer wurde das Tier in einem geeigneten, hermetisch ver- 
schlossenen Behalter gehalten, der die dauernde Beobachtung der 
Bewegungen des Tieres erlaubte und in welchem die Temperatur 
konstant auf 28°C gehalten wurde. Der Sauerstoffverbrauch sowie 
die Wasser- und Kohlensaiureausscheidung wurden gewichtsanalytisch 
nach der bekannten Haldaneschen Technik gemessen. 


In den vorstehenden Tabellen und nebenstehenden Diagrammen 
geben wir die Ergebnisse unserer Versuche wieder. 
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Abb. 3. 2. Versuchstier. 
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Sauerstofverbrauch Je 75 Min. 
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SchluBfolgerungen. 


Was bei den oben aufgefiihrten Versuchsergebnissen besonders 
auffallt, ist die Tatsache, daB die Verabreichung von Fleisch bei Hunden, 
die eine ausgedehnte Hungerperiode hinter sich haben, nicht nur keine 
Erhéhung der normalen spezifisch-dynamischen Wirkung hervorbringt, 
sondern daB im grofen und ganzen noch nicht einmal die Werte des 
Gaasstoffwechsels erreicht werden, die man beim normalen Tier antrifft. 
Dieses Ergebnis stimmt unserer Ansicht nach vollkommen mit dem- 
jenigen von Cisi (8) tiberein, und demnach erscheint die Annahme ge- 
rechtfertigt, da die Proteine um so weniger eine Stoffwechselsteigerung 
hervorbringen, je mehr sie im K6rper zu Wiederaufbauzwecken aus- 
genutzt und festgehalten werden. 

Unsere Versuchsergebnisse lassen aber auch noch eine weitere 
Auslegungsméglichkeit zu: Wenn bei Hunden im Hungerzustand die 
Aminosauren eine so starke spezifisch-dynamische Wirkung hervor- 
bringen und die vollwertigen Proteine dagegen gar keine, kénnte das 
nicht vielleicht daran liegen, daB letztere nicht als freie Aminoséuren, 
sondern in einer weniger weit abgebauten Form, z. B. als Polypeptide, 
resorbiert worden sein kénnten ? 

Die festgestellten Ergebnisse kénnen als Ausgangspunkt fiir weitere 
Untersuchungen dienen, die zur Lésung grundsatzlich wichtiger Probleme 
beitragen wiirden; natiirlich miiBten zu diesem Zweck die Versuchs- 


bedingungen entsprechend geiindert werden. 
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Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. II. 


Von 
Walter Haarmann und Emmi Schroeder. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1938.) 


Der Nachweis einer Umwandlung von Fett in Zucker durch iiber- 
lebende Gewebe kann dadurch erbracht werden, daB zugesetzte Fett- 
siuren zu einer Vermehrung der Milchsaure fiihren, ohne da die Ge- 
samtkohlenhydrate (GKH.) des Gewebes in entsprechendem Mafe 
abnehmen. Noch iiberzeugender ware die Beweisfiihrung durch den 
Nachweis einer Vermehrung der Kohlenhydrate. Die Deutung der 
Versuchsergebnisse an iiberlebendem Gewebe ist insofern einfach, 
als hier, nicht wie beim lebenden Tier, eine Zuckervermehrung in einzelnen 
Organen auf einer Verschiebung des Zuckers im Organismus beruhen 
kann. 

In einer friiheren Arbeit! zeigte Haarmann, daB Buttersiure und 
in starkerem Umfange f-Oxybuttersiure die Milchséurebildung in 
iiberlebendem Gewebe anregen. Dabei nahm der Gesamtkohlenhydrat- 
gehalt des Gewebes nicht in dem Mae ab, wie Milchsiure gebildet 
wurde. Da die Milchsiure im lebenden Organismus leicht zu Zucker 
aufgebaut wird, muB es sich um eine Umwandlung von Fett in Zucker 
handeln. Uber den Mechanismus der Zuckerbildung aus Fett sagen 
die Versuche nichts aus. Dieser Frage gelten die folgenden Unter- 
suchungen. Um Auskunft dariiber zu erhalten, welche Zwischenstufen 
auf dem Wege von f-Oxybuttersaiure zu Milchsaure durchlaufen werden 
kénnen, ist es notwendig, sich zunachst einmal die hypothetischen 
Abbaustufen abzuleiten. 

Buttersiure geht durch Dehydrierung in Crotonsiure iiber. Diese 
lagert Wasser an unter Bildung von §-Oxybuttersaure, die zu Acetessig- 
siure dehydriert wird. Die bei gestértem Fettabbau auftretende §-Oxy- 
buttersiure und Acetessigsiure sind als intermediire Abbauprodukte 
der Fette anzusehen. Zerfiele die Acetessigsiure ausschlieBlich unter 
Bildung von 2 Molekiilen Essigséure, so ware eine Bildung von Milch- 
siure nicht denkbar. Die Oxydation der Acetessigsiure muB auch am 
x-Kohlenstoffatom stattfinden. Nach unserer Annahme geht der weitere 
Abbau der Acetessigsiure in der Weise vor sich, daB an die Enolform 
der Acetessigsiure an die Doppelbindung Wasser angelagert wird unter 
Bildung von Dioxybutterséiure. Bei gestértem Fettabbau reicht die 
Leistungsfahigkeit des Wasser anlagernden Fermentes nicht aus, um 
diese Umsetzung zu vollziehen. Die eigentliche Stérung lage also an 


1 Haarmann, diese Zeitschr. 282, 406, 1935. 
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dieser Stelle des Fettsiureabbaus. Die Acetessigsiure hauft sich jetzt 














_im Gewebe an und zerfallt rein chemisch in Aceton und CO,. Zum Teil d 
wird sie auch zu $-Oxybuttersaiure reduziert. Die ~-fS-Dioxybuttersiure ' 
liefert beim diabetischen Hund kein Aceton, wird also anders abgebaut 
wie die §-Oxybuttersiure, wie Untersuchungen von Friedmann und 
Maase* erwiesen haben. Diese Saure wird vom Organismus leicht ab- i 
gebaut und liefert hierbei ,,Extraglucose’‘. Besteht die Annahme " 
zurecht, daB die Dioxybutterséure eine Zwischenstufe auf dem Wege t 
von f-Oxybuttersiure zu Milchséure ist, dann muf verlangt werden, " 
daB die Ausbeute an Milchsiure bei Zusatz von Dioxybuttersdure 
gréBer ist als bei Zusatz von f-Oxybuttersiure, weil die Dioxybutter- 
siurestufe der Milchsiure naher ist als die der f-Oxybuttersiure. Es ; 
sei hier noch angefiihrt, daB auch die 8-Oxybuttersdiure aus dem gleichen 
Grunde mehr Milchsaure liefert als Buttersiure. Die Dioxybuttersaure d 
unterliegt dann einer erneuten Dehydrierung, wobei Dioxycrotonsiure a 
entsteht. Die Dioxycrotonséure wird dann weiter zur Diketobutter- : 
siure dehydriert. Diese Saure, die chemisch bisher noch nicht dar- , 
gestellt wurde, sondern nur in Form ihrer Ester bekannt ist, zerfallt G 
rein chemisch in Methylglyoxal und CO,. Das Methylglyoxal wird zu v 
Brenztraubensaure weiter dehydriert oder aber in Milchséure verwandelt. . 
Damit waren simtliche Zwischenstufen von der Buttersaure bis zur 
Milchsaéure gegeben. In den folgenden Formeln sind die Zwischenstufen e 
gezeigt. : Vv 
CH,.CH,.CH,.COOH — 2H +CH,.CH = CH.COOH + H,0 ‘ 


—+ CH,.CHOH.CH,.COOH -—2H —+—CH,.COH=CH.COOH +H,0 
—>CH,.CHOH.CHOH.COOH —2H-—-CH,.COH=COH.COOH —2H 


++ CH,.CO.CO.COOH CO, > CH,.CO.CHO + H,0 
* _+CH,.CHOH. COOH 


nro = 





Wie aus dem Abbauschema hervorgeht, sind bei der Umwandlung 
von Fett in Zucker dehydrierende und hydratisierende Fermente 


wirksam. Die Annahme eines decarboxylierenden Fermentes eriibrigt el 

sich, da die Diketobutterséure ahnlich wie die Oxalessigsiure bereits K 

rein chemisch zerfallt. d 
Auch Clutterbuck und Raper? nehmen auf Grund chemischer Unter- a 

suchungen von mit H,O, erhaltenen Oxydationsprodukten des Acetessig- 

esters eine Bildung von Dioxycrotonsaéure, Diketobutterséure und Methyl- 

glyoxal an. bi 
Die Umwandlung der $-Oxybuttersiiture wird unter anaeroben Be- pr 

dingungen nur dann in geniigendem Umfange erfolgen kénnen, wenn ge- 

niigend Wasserstoffakzeptoren vorhanden sind, diedenaktivierten Wasserstoff ™ 

binden. Durch Zufuhr von Wasserstoffakzeptoren miiBte rein theoretisch a 

pana If 
1 Friedmann u. Maase, diese Zeitschr. 27, 116, 1910. — ? Clutterbuck 

u. Raper, Biochem. J. 20, 59, 1926. m 
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die Milchsaurebildung gesteigert werden, wie das Haarmann und Brink! fiir 
die Bernsteinséure, Fumarséiure und Brenztraubensiure nachwiesen. Als 
Wasserstoffakzeptor diente in ihren Versuchen Sauerstoff. Wir diirfen 
erwarten, daf das gleiche auch fiir die £S-Oxybuttersaure gilt. 

Ein direkter Nachweis, daB Buttersiure und #-Oxybuttersiure 
in Kohlenhydrat umgewandelt werden, ist in der Arbeit von Haarmann 
nicht erbracht, sondern es war nur aus der vermehrten Milchsaure- 
bildung, die nicht aus den im Gewebe vorhandenen Kohlenhydrat- 
reserven stammen konnte, darauf geschlossen worden. 

Burn und Marks? fanden bei Durchblutungsversuchen an Lebern 
von Katzen und Hunden, die reichlich mit Fett gefiittert waren, eine Neu- 
bildung von Zucker, der, wie aus Bilanzversuchen hervorging, nur aus Fett 
stammen konnte. 

Ferner stellten Gemmill und Holmes® fest, daB der Kohlenhydratgehalt 
der Leber von Ratten, die ausschlieBlich mit Butter gefiittert wurden, 
anstieg, wenn die zerkleinerte iiberlebende Leber 3 Stunden in Bicarbonat- 
Ringerlésung bei 37° gehalten wurde. Es muBte hier also eine Umwandlung 
von Fett in Zucker vorliegen. 

Eine Kohlenhydratvermehrung kann nach Versuchen von v. Huler und 
Giinther* sowie von Hahn und Mitarbeitern® nur in Lebergewebe erwartet 
werden. Nach Euler steigt der Kohlenhydratgehalt von Leberschnitten 
in einer Lésung ven Lactat und Pyruvinat an. Eine Resynthese der Milch- 
saure im zerschnittenen Skelettmuskelgewebe erfolgt nicht. Sie geht nur, 
wie Versuche von Hahn erwiesen haben, im intakten Skelettmuskel vor sich, 
ebenfalls im langszerschnittenen Muskel, bei dem die Muskelfibrillen un- 
versehrt sind. lm querzerschnittenen Muskel findet keine Resynthese statt. 


Die Versuchsanordnung ist nach dem Gesagten vorgezeichnet. 
Zu untersuchen war der Gehalt an Milchsiure und Kohlenhydraten 
in den verschiedensten Organen ohne Zusatz und mit Zusatz von 
f-Oxybuttersiure und Dioxybuttersiure. Die Versuche waren unter 
SauerstoffabschluB und in Gegenwart von Sauerstoff anzustellen. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuchsanordnung ist in friiheren Arbeiten von Haarmann® 
eingehend beschrieben. Die Versuchsdauer betrug drei Stunden, die 
Konzentration der zugesetzten Sauren (Na-Salze) m/50. Die Herstellung 
des f-oxybuttersauren Natriums erfolgte nach dem Verfahren von 
Haarmann’. 

Herstellung von dioxybuttersaurem Natrium. 

1 Mol. Crotonséure (86g) werden mit 160g Brom iibergossen. Die 

braune Farbe des Broms verschwindet durch Anlagerung des Broms an 


1 Haarmann u. Brink, diese Zeitschr. 282, 419, 1935. —- 2? Burn u. 
Marks, J.of Physiol. 61, 497, 1926. — * Gemmill u. Holmes, Chem. J. 
29, 328, 1935. — ‘4 v. Euler u. Giinther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 1, 
1936. — 5 Hahn, Fischbach u. Niemer, Zeitschr. f. Biol. 92, 535, 1932. — 
® Haarmann, diese Zeitschr. 255, 103, 142, 1932; 282, 419, 1935. —-? Haar- 
mann, ebenda 282, 406, 1935. 
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die Doppelbindung der Crotonséure. Die Saure erhitzt sich zum Schmelzen 
und erstarrt beim Erkalten zu einer kaum gefarbten Kristallmasse von 
Crotonsiéuredibromid. Diese wird sodann mit 80g Atznatron in 500 cem 
Wasser 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Erkalten wird 
mit Salzsiure gegen Kongo angesiuert und auf dem Wasserbad bis zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wird wiederholt mit Ather aus- 
gezogen. Dabei geht die Dioxybuttersaéure in den Atherauszug. Der Ather 
wird abdestilliert und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. Zur Her- 
stellung des Natriumsalzes wird mit Natronlauge neutralisiert und auf dem 
Wasserbad zur Trockne eingedampft. Das entstehende Salz wird in heiBem 
absoluten Alkohol gelést, mit Tierkohle zur Entfarbung gekocht und zur 
volistandigen Reinigung dreimal aus Alkohol umkristallisiert. 

Die Dioxybuttersiure stért die Bestimmung der Milchséure und der 
Gesamtkohlenhydrate nicht. 


Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate. 


Das Verfahren von Haarmann und Brink! zur Bestimmung der Gesamt- 
kohlenhydrate gibt an sich sehr genaue Werte, hat aber den Nachteil, daB 
die Aufarbeitung sehr lange dauert. Es wurde deshalb ein einfacheres 
Verfahren ausgearbeitet, bei dem alle Hydrolysenprodukte des Gewebes 
durch geeignete Fallungen niedergeschlagen werden, ohne da im Laufe 
des Trennungsganges Verluste an Zucker auftreten. Das Verfahren arbeitet 
schneller und ebenso genau wie die alte Quecksilbermethode. 

Das salzsaure Hydrolysat wurde mit 25ccem 20%iger Natriumwolf- 
ramatlésung versetzt. Da die durch Umsetzung mit Salzsiure entstehende 
freie Wolframsaure leicht kolloidale Lésungen bildet, wurden 5 cem einer 
5 %igen Caseinlésung (Hammersten, Merck), gelést in Natronlauge, zugesetzt. 
An den entstehenden stark voluminésen EiweiBniederschlag lagert sich die 
iiberschiissige kolloidale Wolframsaure an. Es ist darauf zu achten, daB freie 
Salzséure vorhanden ist. Nach Auffiillen mit Wasser auf 200 cem wird nach 
haufigem Umschiitteln auf der Porzellannutsche scharf abgesaugt. Eine 
Zuckerbestimmung in diesem Filtrat ist noch nicht méglich. Es entsteht 
beim Kochen mit Fehlingscher Lésung eine gelbe Fallung, die sich auf dem 
Jenaer Glasfilter schwer absaugen la8t und die Zuckerbestimmung stért. 
Zur Entfernung aller stérenden Substanzen werden 150 cem des salzsauren 
Filtrats mit 10 cem gesattigter Zinksulfatlésung und 33 %iger Natronlauge 
bis zur Rotfarbung von Phenolphthalein versetzt. Die Rotfarbung wird dann 
mit einigen Tropfen gesattigter Zinksulfatlésung entfernt. Das gesamte 
Wolframat wird auf diese Weise als blaues Zinkwolframat niedergeschlagen, 
das iiberschiissige Zinksalz als Zinkhydroxyd. Nach Auffiillen auf 200 cem 
und Umschiitteln wird der voluminése Niederschlag auf der Porzellan- 
nutsche abgesaugt. Im Filtrat wird die Zuckerbestimmung in der friiher 
beschriebenen Weise vorgenommen. Die Kupferfallung ist stets rotes 
Kupferoxydul. Ist, wie im Skelettmuskel, nur mit geringen Zuckermengen 
zu rechnen, so muB eine bestimmte Glucosemenge bei der Bestimmung 
hinzugefiigt werden, weil die Zuckerbestimmung mit Fehlingerscher Lésung 
bei zu geringen Zuckermengen ungenau ist. Die in den Tabellen angegebenen 
Werte fiir die Gesamtkohlenhydrate sind als Glucose berechnet. 


Versuchsergebnisse. 


In den Tabellen I bis ITI sind die Milchsiurewerte angegeben, die 
in den verschiedensten Organen von Hund und Katze sowohl unter 


1 Haarmann u. Brink, diese Zeitschr. 282, 419, 1935. 
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anaeroben Bedingungen wie auch in Gegenwart von Sauerstoff ohne 
und nach Zusatz von f-Oxybuttersiure und Dioxybuttersdure erhalten 
wurden. Die direkten Milchséurewerte zeigen den Milchsauregehalt 
des Gewebes zu Versuchsbeginn an, die iibrigen Werte nach dreistiindiger 
Digestion. Es wurden zunachst die Milchséurewerte in mg auf 100g 
Gewebe angegeben und sodann der besseren Ubersicht halber die Diffe- 
renz gegeniiber den direkten Werten gebildet. 

Wie die Versuche zeigen, hemmt Sauerstoff die Milchsaiurebildung 
aus den im Gewebe vorhandenen Kohlenhydraten sehr stark, unterdriickt 
sie in vielen Fallen, besonders im Skelett- und Herzmuskel vollkommen. 
Nach Zusatz von $-Oxybuttersiure bzw. Dioxybuttersiure zeigen die 
Milchsiurewerte gegeniiber der Kontrolle in den meisten Fallen eine 
Steigerung, wobei die Milchsiurewerte bei Zusatz von Dioxybuttersaure 
meist erheblich héher liegen als bei 8-Oxybuttersiure. Die durchschnitt- 
liche Milchséurenachbildung gegeniiber der Kontrolle ist in Sauerstoff 
fast durchweg héher als im Vakuum, ein Zeichen dafiir, daB die Um- 
wandlung in Sauerstoff beschleunigt verlauft. Da bei der Umwandlung 
der Fettsiuren in Milchséiure eine Reihe von Dehydrierungsstufen 
durchlaufen werden, ist diese Feststellung leicht verstandlich. Die Um- 
wandlung der Fettsiuren in Milchséure la8t sich in allen untersuchten 
Organen nachweisen. Die einzelnen Organe desselben Tieres sind zu 
dieser Umwandlung in verschiedenem Ausmafe befahigt. Das gilt 
gleichfalls fiir die gleichen Organe derselben Tierart. Es bestehen, wie 
tiberhaupt bei biologischen Untersuchungen, starke individuelle 
Schwankungen, die zum Teil durch die Jahreszeit und Ernahrung 
bedingt sind. In erster Linie sind fiir diese Schwankungen hormonale 
Einfliisse maBgebend. Vor allem mu® man hier an die Schilddriise 
und den Pankreas denken. In einer Reihe von Fallen tritt nach Zusatz 
der Fettsiuren keine Vermehrung der Milchsiure gegeniiber der Kon- 
trolle auf. Die Ursache kénnte einmal sein, daB die Fermente, die die 
Umwandlung der Fettséuren in Milchsiure bewerkstelligen, unwirksam 
geworden sind, oder aber, daB Co-Fermente im Gewebe vorhanden sein 
miissen, die den Vorgang der Umwandlung aktivieren. Wird auch nur 
ein Ferment in der Reaktionskette f-Oxybuttersiure — Milchsaure 
unwirksam, dann wird stets die Milchsiurebildung gegeniiber der Kon- 
trolle nicht erhéht sein. Es wire auf diese Weise aber méglich, Zwischen- 
stufen in der Reaktionskette aufzufinden. 

Da die Co-Fermente bei der Umsetzung schnell verbraucht werden, 
braucht die Milchsaurebildung nicht erhéht zu sein, selbst wenn die 
dabei wirkenden Fermente noch vorhanden sind. Das Praparieren 
der Organe und das Ansetzen der Versuche muB daher méglichst schnell 
vorgenommen werden. 

Eine erhéhte Milchsiurebildung auf Zusatz von $-Oxybuttersaure 
und Dioxybuttersiure kann durchaus noch nicht als Beweis dafiir gelten, 
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Tabelle I. Hund. 





mg Milchsiiure pro 100g Gewebe | Milchsiurenachbildung | 








Nr. || l | a Se eyes Seay ines “a Versuchs- Or 
; Pate, A 3-Oxy- | Dioxy- von. (-Oxy- | Dioxy- || bedingungen _— 
awe ae | Mae ee | Per | | 
| | 
1 | 575 , 679 | 810 | 1185 4 236; 610 Og Skelettmuskel 
575 789 | 891 936 214 316 361 Vakuum ‘ 
388 382 532 | 640/|— 6 154/ 162 | O, Herzmuskel 
388 6382 | 666 760 244 278 372 | Vakuum i. 
256 224 | 246 256 | — 32 | — 10 0 O, Leber 
256 279 301 351 23 45 95  Vakuum = 
221 | 210 | 261 278 | — 11 30; 67 O», Niere 
221 258 | 324 356 47 113; 135  Vakuum re 
315 396 446 538 81 | 181) 223 Og Milz 
315 420 570 576 105 255 261 | Vakuum ‘ 
258 326 | 368 474 68; 110/ 216 Os Hirn 
258 398 465 488, 140 207 230 | Vakuum 
2/482 455 | 626 | 678) 23! 196 246 O, Skelettmuskel 
432 509 486 690; 7 54 258 | Vakuum 23 
325 336 | 375 | 440) 11; 60/ 115 O, Herzmuskel 
325 495 , 590 570 170 265 4245  Vakuum a 
90 164 | 204 | 241) 744 114) 161 0, Leber 
90 162 | 223 | 261) 72 183) 171 | Vakuum a 
207 146 216 219 | — 61 9 12 O, Niere 
207 | 178 | 218 298 | — 34 6 91 | Vakuum : 
420 510 550 630 90 130 | 210 O, Milz 
420 640 690 | 646 220. 270 226  Vakuum i 
282 | 188 | 157 | 230]|—44/ —75)| —2 O, Hirn 
232 | 251 | 267 | 876/| 21 25 144 | Vakuum o 
3 || 240 | 310 | 364 | 3887|| 70) 114/ 147 0, _ Skelettmuskel 
| 240 | 340 | 340 340 100 100) 100 | Vakuum ” 
| 168 | 264 303 | 308) 96 135 140 O, | Leber 
168 | 272 240 218 | 104 72 50) Vakuum | ” 
4 482 | 458 543 630 || — 24 61 148 Os Skelettmuskel 
482 582 586 = 580, 100 104, 98 | Vakuum |) 
187 | 142 | 200 | 200) 56! 63) 68 O, | Leber 
137 189 232 226 | 52 95 88 | Vakuum | Gs 
| 
5 | 250 | 488 | 495 555 218 245 305 | Vakuum | Skelettmuskel 
134 | 1385 | 173 | 179) 1) 99) 46 O, || Leber 
134 134 | 161 174 | 0 27 40 Vakuum } <s 


6 282 390 | 405 545! 108 123) 263  Vakuum | Skelettmuskel 








skel 


kel 


skel 


skel 


skel 


kel 


‘kel 
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Tabelle I. Hund (Fortsetzung). 
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mg Milchsiiure pro 100g Gewebe Milchsiiurenachbildung 


Versuchs- 





Nr. ca ae — Fy at = a6. " : " eke A Organ 
‘ f-Oxy- Dioxy- » B-Oxy- Dioxy- bedingunger 
direkt a butter- butter- ee butter butter- . er 
siure siiure siure siure 
7} 352 | 390 | 372 526 38 20 173 O, Skelettmuskel 
352 392 444 454 40 92 102  Vakuum a 
258 | 222 | 304.| 298 36 46 40 O. Herzmuskel 
258 300 352 506 42 94 248  Vakuum ® 
170 176 207 262 6 37 92 O, Leber 
170 216 238 256 46 68 86 Vakunm 
103 82 88 170 96 | — 1b 67 Oy Niere 
103 143 136 186 39 33 83. Vakuum oe 
258 216 270 304 42 12 46 0, Milz 
258 328 | 362 | 357 70 104 99 Vakuum a 
173 | 135 | 147 | 248 |—38|—26 | 75 0, Hirn 
173 171 185 284 — 2 12;; 11] Vakuum oa 
Tabelle II. Katze. 
mg Milchsiiure pro 100 g Gewebe Milchsiiurenachbildung 
Nr. || ey cs TE: | 1 ha Versuchs- Organ 
My aueee | Kon- | GO%-| Dowy-| acon. | g.Oxy- | Dlonybeineungen 
direkt » . yutter- E 
trolle siiure siiure trolle siure siiure 
1} 336 366 465 ~~ 610 30 129 174  Vakuum Muskel 
144 202 248 374 58 | 104 | 230 ai Leber 
2 | 266 630 705 762 364 | 439 494 Vakuum Muskel 
270 262 340 340 8 70 70 Leber 
3 | 594 645 750 760 51 156 »=-:166 Os Muskel 
594 700 706 785 106 112 | 191 Vakuum - 
230 | 222 | 226 | 376 8 | 4 145 Oy Leber 
230 260 398 465 30 168 235  Vakuum 
4 || 720 730 745 755 10 25 35 Oy Muskel 
720 | 675 | 722 | 820 - 45 2 100 Vakuum 
274 206 | 192 362 —69/— 82 88 0, Leber 
274 260 | 286 828 || — 24 12 54 Vakuum 
5, 440 524 470 614 84 30 | 174 Vakuum Muskel 
208 258 266 404 50 58 196 = Leber 
6 760 940 932 1085 180 172 325 Vakuum Muskel 
185 251 284 376 66 99 | 1 Leber 
7 602 660 678 855 58 76 253 Vakuum Muskel 
286 296 284 334 10 |}— 2 48 ” Leber 
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Tabelle III. Durchsehnittliche Milchsaiurenachbildung: mg/100 g 
rewebe. 





p-Oxybutter- Dioxybutter- Versuchs- 


’ ~ Orgs Tie 
siiure siure bedingnngen ryan Tierart 


Kontrolle 


y 125 265 Og Muskel Hund 
12% 148 212 Vakuum | ~ 


10 83 106 Oy Herzmuskel 
152 212 288 Vakuum be 
25 63 82 Oy Leber 
50 73 88 Vakuum 3 
31- 8 45 Og Niere 
17 51 103 Vakuum aa 
43 91 160 0, Milz 
132 210 195 Vakuum ee 
5 3 96 Oy Kirn 

53 81 162 Vakuum a 
30 90 100 O, Muskel 
111 137 244 ~ Vakuum a 


38 43 1 17 O, Leber 
26 73 146 Vakuum - 


da tatsichlich die genannten Substanzen in Milchsiure umgewandelt 
sind. Es kénnte sich um eine Anregting der Milchsaéurebildung aus den 


im Gewebe stets vorhandenen Kohlenhydraten durch die zugesetzten 
Sauren handeln, ohne daB diese selbst verandert wiirden. Diese Méglich- 
keit ist nur in den Organen auszuschlieBen, die praktisch frei von Kohlen- 
hydraten sind. Das gilt besonders fiir Hirn, waihrend die Leber, der 
Skelett- und Herzmuskel hohe Kohlenhydratreserven aufweisen kénnen. 
Bewiesen ist ein Ubergang der Siuren in Milchsaure erst dann, wenn die 
Milchséurezunahme gréBer ist als die Gesamtkohlenhydratabnahme. 


In den in Tabelle [IV und V wiedergegebenen Versuchen wurden 
neben der Milchséure auch die Gesamtkohlenhydrate bestimmt. 


Tabelle IV, Versuch Nr. 1. Die Milchsaéurebildung ist hier im 
Skelettmuskel in Gegenwart von Sauerstoff besonders hoch. Sie 
betragt fiir Dioxybuttersiure 610 mg-%%, fiir 8-Oxybuttersaure 235 mg- %, 
(Kontrolle 4 mg-°%). Dabei ist die Kohlenhydratabnahme nur auBerst 
gering, fehlt im -Oxybuttersiureversuch sogar vollkommen und macht 
im Dioxybuttersdiureversuch nur 42 mg-°, aus. Wir haben es hier also 
mit einer sehr starken Umwandlung der Fettsiuren in Milchsaéure zu 
tun. Auch in den Vakuumversuchen ist die Kohlenhydratabnahme 
geringer als die Milchsiurezunahme. In den Versuchen mit Herz- 
muskel laBt sich gleichfalls ein Ubergang der Fettsauren in Milch- 
sdure feststellen, nicht aber in den Versuchen mit Lebergewebe. 





Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. II. 


Tabelle IV. Hund. 





Kon- p-Oxy- Dioxy 
butter- butter 

trolle pe io 
siiure siiure 


Versuchs- 


Direkt ’ 
bedingungen 


Organ 


mg-% Milchsaure . . 575 579 810 1185 
> : 336; 378! 336 
Diff. Milchsaure ... - 4 + 235 + 610 
sf RE eae k 42 0 42 
Muskel 
mg-% Milchsaure. . 57 789, 891 936 
a 189 296230 | 
akuur 
Diff. Milchsaure . .. +214 +316 +361 [0 
Ce | =: Se 189 82 148 
mg-% Milchsaure . . 38 38: 532s «B40 
jy ORR ce bos : 65: 740 666 
Diff. Milchsaure ... 6 + 144 + 152 
is: GQ es ie 133 — 45 119 
mg-% Milchsaure . . 388 632 662 760 
re ee 8; 520 652 666 
Diff. Milchsaure .. . - |+ 244 i+ 274 |+ 372 
on STS i are eee 265 133 119 
mg-% Milchsaure . . 256 224 246: 256 
opi Meee Th witce 3% 1780. 1820, 1750 
Diff. Milchsaure ... ‘ 32 10 0 
eo: i. Se i 0+ 40 30 
mg-% Milchsaure . . 256 279 301 351 
os. CE 1780 1740 1790 1740 


Diff. Milchsaure .. . = + i+ 45/+ 96 
ais NEN 6 sas a ohare - 40'+ 10);— 40 





mg-% Milchsaure . . 32 455 626 678 

ae ae 25 326 =. 326 

: i Muskel 
Diff. Milchsaure ... + 23 (+ 194 |+ 246 


» GKH. 99'— 99 
mg-% Milchsaure . . ‘ 164, 204; 241 
»  GKH. 2 320 356 


Diff. Milchsaure . . . + 74 + +. 151 
gt 1 aa Shoe @ + 62)\+ + 88 


Leber 


mg-% Milchsaure . . 325 336! 37! 440 


i Riga als 965 815 f 815 


Diff. Milchsaure ... + 11'+ 60/+ 115 
aa) 4 ee ae - 150 — 150 — 150 


mg-% Milchsaure . . 325 640 690 646 
ig ERM pi iawn 965 326; 445 622 


Diff. Milchsaure .. . + 315 + 365 ‘+ 321 
» GKH. - 639 520 | — 343 





| Vakuum 
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Tabelle IV. Hund (Fortsetzung). 





" 3-Oxy- Dioxy- 
as 4 J : 
Kon- | butter- | butter- 
siiure siiure 


Versuchs- 


Direkt : 
bedingungen 


trolle Organ 


mg-% Milchsaure .. 482 458 543 630 
i PAEREIY Swe 610 293 366 268 
Diff. Milchsaure ... — 96(4 > Gli 348 
or — 317 244;— 342 


Muskel 


mg-°% Milchsaure . . 37 142 200; 200 
6) Set 2 4220 4320; 4360 
Diff. Milchsaure ... | Bit 63/+ 63 
Oe! ee 50'+ 60/+ 90 


Leber 


mg-% Milchsaure . . 264 303; 308 
Se 4580 4450) 4680 


Diff. Milchsaure ... - |+ 96 + 135/+ 140 


iF EELS. ove 6 ok — 60 190/+ 40 


Leber 


mg-% Milchsaure . . 134 135 173! 178 
oy 1 MR eds 3620 =©3600 >) )=69.4650) =) 4850 
Diff. Milchsaure ... + 1/+ 389+ 44 
age, Sei aay — 20 +1030 +-1230 


Tabelle IV, Versuch Nr. 5. In diesem sehr eindrucksvollen Ver- 


such finden wir eine gesteigerte Milchsaurebildung und zudem noch eine 
sehr erhebliche Kohlenhydratzunahme im Lebergewebe bei Gegenwart 
von Sauerstoff. Auf Zusatz von Dioxybuttersiure betragt die Zu- 


/ 


nahme an Milchsaéure 44 mg-°%, an Gesamtkohlenhydraten 1230 mg- 
°%, auf Zusatz von f-Oxybuttersiure 39 bzw. 1030 mg-%, wahrend 
im Kontrollversuch der Milchsiuregehalt und die Gesamtkohlenhydrate 
gleich geblieben sind. 

Nach einer vor kurzem erschienenen Arbeit von v. Euler und Giinther! 
ist eine Resynthese der Milchséure zu Kohlenhydrat an die Gegenwart 
einer von v. Euler aus Leber gewonnenen Co-Zymase gebunden. Die Co- 
Zymase besteht aus 1 Molekiil Adenin, 1 Molekiil Nicotinséureamid, 2 Mole- 
kiilen Ribose und 2 Molekiilen Phosphorsiéure. Die Co-Zymase, die besonders 
reichlich in der Leber vorkommt, wird von den Leberfermenten, besonders 
den Phosphatasen, leicht angegriffen, so dafs der Co-Zymasegehalt schnell 
absinkt. Die Co-Zymase dient als Aktivator des Kohlenhydratstoffwechsels, 
so u. a. zur Wasserstoffiibertragung, zur Phosphorylierung und Kohlen- 
hydratsynthese. Zusatz von Co-Zymase steigert in Leberschnitten die 
Kohlenhydratmenge nach Lactatzusatz. 


Wir kénnen in den Leberversuchen nach den Untersuchungen 
von v. Euler nur dann eine Zuckerzunahme erwarten, wenn noch wirk- 
same Co-Zymase vorhanden ist. Es ist also notwendig, daB die Leber 


1 vy, Buler u. Giinther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 1, 1936. 
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Tabelle V. 


Katze. 





mg-% Milchsaure . . 
a RY es 
Diff. Milchsaure ... 
GRRE 88% 3 


mg-% Milchsaure . . 
oi) eile 

Diff. Milchsaure ... 
ja, Ws oe ose 


mg-% Milchsaure . . 
| GR ns’ 
Diff. Milchsaure ... 
iiss | UI & « we cs 


mg-% Milchsaure . . 


ay) MORES ace orc 


Kon- 


Direkt téolie 


720 730 
‘ 545 182 
, 363 
274 205 
. | 2520 | 2480 


69 


. 40/4 


250 


. 2400 


645 
i 268 


Diff. Milchsaure . . . 


Pa)! : Seer 


mg-% Milchsaéure . . 
9, = RIRLRES SV ac 
Diff. Milchsaure . .. 
mage) al: Sea 


mg-% Milchsaure . . 
2 MRE ove 


Diff. Milchsaure ... 
oo: ere 


mg-% Milchsiure . . 
oy RES CS 
Diff. Milchsaure .. . 
io eee 


mg-% Milchsaure . . 
ee. SA ose s 


Diff. Milchsaure . 


ie) | Ae 
mg-% Milchsaure . . 
a | ae 


Diff. Milchsaure ... 
Pi) ae 


cd: se ee 
230 | 222 
- 3860 | 3880 
a 


; ha SED fk. 


230 260 
- 38860 | 3740 
+ 30 
; - 120 
602 660 
: 316 146 
58 
, 170 


630 
244 
° - + 364 
. 378 
270 262 
. | 2780 | 2740 


5 


: - 40 


B-Oxy- 
butter- 
saure 


10 + 


2680 


82 


160 + 


286 


F 24 | 
? 120 + 


276 
3940 
1+ 46 


398 
3960 


Dioxy- 
butter- 
siiure 


80 '+ 


+ 168 + 235 
+ 100 |+ 


678 
183 
76 
133 
705 
364 

+ 439 
— 258 
340 
2740 


70 | +- 


40 


Versuchs- 
bedingungen 


Vakuum 


Vakuum 


Vakuum 


| 
| 


Vakuum 


Vakuum 








Organ 


Muskel 


Leber 


Muskel 


Leber 


Muskel 


Muskel 
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méglichst schnell verarbeitet wird, um das Unwirksamwerden der 
Co-Zymase durch Lagerung des Gewebes zu verhiiten. Hierauf wurde 
in unseren Versuchen, weil die Arbeit von v. Huler noch nicht erschienen 
war, nicht geachtet. Es wurden vielmehr die einzelnen Organe in will- 
kiirlicher Reihenfolge nacheinander verarbeitet, so daB unter Umstanden 
2 Stunden nach der Tétung des Tieres verstrichen waren, bevor die 
Leberversuche angesetzt wurden. Es erklaren sich so auch die starken 
Unterschiede im Verhalten der einzelnen Leberversuche, einmal sehr 
starke Zuckerzunahme, dann Fehlen der Zuckerzunahme, ja sogar 
Zuckerschwund. 

In den Katzenversuchen (Tabelle V) tritt im Lebergewebe in 
Gegenwart von Sauerstoff eine Zunahme der Gesamtkohlenhydrate und 
der Milchsaure auf, besonders stark nach Zusatz von Dioxybuttersaure. 
Im Versuch Nr. 2 betragt die Zunahme an Milchsdéure 145 mg-°% und 
an Gesamtkohlenhydrat 590 mg-%. Unter SauerstoffabschluB nimmt 
lediglich die Milchséure zu. Die Versuche mit Skelettmuskeln beweisen 
nur in Versuch Nr. 3 und 4, daB hier nach Zusatz von Dioxybuttersaure 
eine Umwandlung in Milchsaure-erfolgt ist. Die iibrigen Versuche sind 
nicht beweiskraftig, weil die Kohlenhydratabnahme gréBer ist als die 
Milchsaéurezunahme. 

Zusammenfassung. 


Es wurde der Mechanismus der Umwandlung von Fett in Kohlen- 
hydrat untersucht. Wahrscheinliche Zwischenstufe auf dem Wege 
von #-Oxybuttersiure zu Milchsiure ist die Dioxybuttersdure. Sie 
bewirkt wie die $-Oxybuttersiure eine Vermehrung der Milchsaure- 
bildung in den tiberlebenden Organen von Hund und Katze. Die Milch- 
siurebildung ist gréBer als die Kohlenhydratabnahme des Gewebes, 
so da die untersuchten Fettsiuren Milchsiurebildner sind. Eine 
Kohlenhydratzunahme auf Zusatz von $-Oxybuttersiure und Dioxy- 
buttersiure wurde im Lebergewebe in Gegenwart von Sauerstoff nach- 
gewiesen. Die niedrigen Fettsiuren unterliegen im Organismus mithin: 
nicht nur einer Oxydation am f-Kohlenstoffatom, sondern auch am 
x-Kohlenstoffatom. 

Als Zwischenstufen des Abbaus der Fettsauren und ihres Uberganges 
in Zucker diirften wahrscheinlich sein: Buttersiure — Crotonsaure 
f-Oxybuttersiure — Acetessigsiure — Dioxybuttersiure — Dioxycroton- 
siure — Diketobuttersiure — Methylglyoxal — Brenztraubensaure 
bzw. Milchsiure — Zucker. 





Uber Wachstumshemmungen bei Hefe. 


Von 
H. Liiers, C. Enders und K. Kiarnbach. 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 28, Dezember 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich friiherer Arbeiten (1) iiber die hemmende Wirkung ver- 
schiedener, in Holzzuckerwiirzen auftretender Spaltprodukte des Holzes 
auf die Lebenstatigkeit der Hefe ergaben sich einige prinzipielle 
Fragen iiber physiologische Zusammenhange, die nicht nur in dem be- 
sonderen Falle von Bedeutung sind, sondern ganz ailgemeines Interesse 
besitzen, namlich: 

1. In welchem MaBe bestehen Unterschiede in der Widerstands- 
fahigkeit verschiedener Heferassen gegen ein Gift ? 

2. LaBt sich die Hefe an ein Gift gewéhnen ? 

3. Ist die Giftwirkung von der Hefemenge abhingig ? 

4. Wie wirken Gifte im Gemisch auf Hefe ? 

Zwar liegt iiber dieses Gebiet ein sehr ausgedehntes Schrifttum 
vor, genaue zahlenmaBige Angaben vermiBt man aber darin nicht selten. 
Die folgenden Versuchsergebnisse mégen daher einen bescheidenen 
Beitrag zur Klarung dieser iiberaus komplizierten, mit dem Leben 
verbundenen Fragenkomplexe darstellen. 


Zu den Untersuchungen wurden, um durch verschiedene physiologische 
Zustande bedingte Unterschiede méglichst auszuschalten, nur Hefen ver- 
wendet, die nach Uberimpfen aus Wiirze noch zweimal in einer von uns 
schon friiher (1) benutzten Nahrlésung gefiihrt wurden. Es wurden nur 
Proben gleichalter Fiihrungen zum Vergleich gebracht. Die gipsblock- 
feuchten Hefen wurden in 10cem Nahrlésung aufgeschliammt. Dann wurden 
10 cem der zu untersuchenden Giftlésung zugegeben. Die Kulturen wurden 
24 Stunden bei 25°C im Thermostaten gezogen. 

Eine Wachstumshemmung wurde folgenderma&en ermittelt: Die nach 
24stiindigem Wachstum aus gleichen Aussaatmengen erhaltenen Hefe- 
mengen wurden in 100 cem Wasser suspendiert und dureh Messung ihres 
Triibungsgrades, ausgedriickt durch die prozentuale Absorption, im Lange- 
Kolorimeter mit Hilfe von Eichkurven die Trockensubstanz bestimmt. 
Dieses Instrument wurde von uns schon friiher erfolgreich zu Hefemessungen 
verwendet {3) und ist dadurch ausgezeichnet, da es den Triibungsgrad 
einer Fliissigkeit zu ermitteln erlaubt und durch die Gegenschaltung zweier 
Selensperrschichtzellen von der Beleuchtungsstarke und den Strom- 
schwankungen weitgehend unabhiangig ist, wodurch eine hohe Genauigkeit 
erreicht wird. Die Zunahme der Hefemenge nach 24 Stunden bei den be- 
treffenden Giftkonzentrationen wurde in Prozenten derjenigen des Null- 
versuchs ohne Gift ausgedriickt, woraus sich direkt die Wachstumshemmung 
ergab. 





H. Liiers, C. Enders u. K. Karnbach: 


Entsprechend der nephelometrischen MeBmethode, die nur die 
Zellenzah! erfaBt, ergeben sich im folgenden Einblicke iiber die Wirkung 
der Gifte auf das zellvermehrende Wachstum der Hefen. Als Gift- 
substanz verwendeten wir in allen Fallen Vanillin, bei dem wir bereits 
friiher eine starke Beeinflussung des Hefewachstums festgestellt hatten. 

1. Um die Unterschiede zu ermitteln, die in der Giftwirkung von 
Vanillin auf verschiedene Heferassen bestehen, untersuchten wir die 
Hemmung des Wachstums bei folgenden Heferassen: Saccharomyces 
cerevisiae R 138, Torula utilis, Weinhefe Johannisberg, Schizosaccharo- 
myces Pombe, Saccharomyces ellipsoideus. Angesetzt wurden je 12,5 mg 
gipsblockfeuchter Hefe. In Tabelle I ist die prozentuale Hemmung 
(bezogen auf den Absorptionswert des Kontrollversuchs = 100) der 
einzelnen Vanillinkonzentrationen nach 24 Stunden bei 25° C angegeben. 


Tabelle I. 





R 138 10,8 | 165.8 | 23,2 | 33,1 | 48,2 
Torula 19,5 36,9 | 53,6 64,5 74,7 
Weinhefe 10,8 | 20,0 | 29,6 | 39,2 | 48,2 | 


Vanillinkonzentration .... 0,01; 0,02 0,04 0,06 0,08 #£«O,10 | 
a] 


24 Std. 
0C 


25 


Pombe { 19,3 | 62,6 | 78,2 | 86,3 | 86,6 
Ellipsoideus 5,5 | 14,1 21,4 | 31,8 | 41,2 | 53,5 


% Hemmung 
2% 


nach 
bei 


Wie aus der Abbildung ersichtlich, sind die Unterschiede in der 
Empfindlichkeit der einzelnen Rassen bedeutend. Am _ widerstands- 
fahigsten zeigt sich die Kul- 

turhefe R 138, wahrend 

Schizosaccharomyces Pombe 

teilweise die dreifache Hem- 

mung aufwies. Auch Torula 

erwies sich als hochempfind- 

lich gegen den _ Giftstoff. 

Im allgemeinen besteht zwi- 

schen der Giftkonzentration 

und der Wachstumshem- 

mung Proportionalitat, nur 

im Falle der ,,Pombe“‘ macht 

sich ein etwas sprunghaftes 

Ansteigen der Empfindlich- 

keit bei einer Vanillinkon- 

zentration von 0,2 % bemerk- 

Vanillinkoneentration bar. Der auffillige Befund, 

Abb. 1. daB die Kulturhefe weit 

weniger anfallig ist, diirfte 

wohl so zu deuten sein, daB durch die Gewé6hnung an das durch seinen 
Gehalt an Hopfenbitterstoffen, Hopfenantiseptiken und anderen fiir 








9C 


25 


bei 
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die Hefe mehr oder weniger giftigen Stoffen ausgezeichnete Nahr- 
medium, die Hefe eine gewisse Resistenz gegeniiber solchen Reiz- 
wirkungen erlangt hat, wenn auch sicherlich die chemisch-strukturelle 
und physiologische Verwandtschaft des betreffenden Giftes zu dem 
der Nahrlésung, in welcher die Hefe ihre Resistenz erlangte, eine 
tolle spielt. 

2. Um festzustellen, ob und inwieweit sich die Hefe durch éftere 
Fiihrungen an den Giftgehalt des Nahrmediums gewdhnt, wurden in 
zwei Parallelversuchen in je 50 cem Nahrlésung bzw. 50 ccm Niahr- 
lésung mit einem Vanillingehalt von 0,1° jeweils 50 mg gipsblock- 
feuchte Hefe (R138) eingeimpft. Nach zweitagigem Wachstum im 
Thermostaten bei 25° wurden je 50 mg der erhaltenen Ernten in zwei 
neue Kolben mit den namlichen Nahrlésungen iibergeimpft und dann 
jeden zweiten Tag die Fiihrungsfolge in dieser Art fortgesetzt. Die An- 
falligkeit der durch die einzelnen Fiihrungen gegangenen Hefen wurde 
wie unter 1. angegeben ermittelt, indem je 10 ccm Nahrlésung mit 
10 cem 0,2%iger Vanillinlbsung bzw. im Blindversuch mit 10 cem 
dest. Wasser, und in beiden Fallen mit 12,5 mg Hefe versetzt wurden. 
Nach 24stiindigem Wachstum (25°) wurde durch Absorptionsmessung in 
iiblicher Weise die Hemmung des Wachstums der in der 0,1 %igen 
Vanillinnahrlésung gefiihrten Hefe und der in giftfreiem Nahrmedium 
herangezogenen ermittelt und beide zueinander in Beziehung gesetzt. 


Tabelle II gibt in Reihe I die Zahl der Fiihrungen, in Reihe II 
die Hemmung der in Vanillin geziichteten Hefe, in Reihe III die 
Hemmung der in giftfreier Naihrlésung gezogenen Hefe und schlieBlich 
in Reihe IV die prozentuale Hemmung der ,,Vanillinhefe‘ gegeniiber 
der gleich 100 gesetzten Hemmung der reinen Hefe in jedem Versuch. 





Tabelle II. 





13 |14 |15 |16 


ri1!'!2!'8/4!6/6!17{81!9/4101/1 
5, 58,8 55,2) 56,8 61,1, 51,4 

( 

» 


2 
II | 56,0 51,3 55,0 57,2 60,3 53,2 58,7 61,5 50,1 58, 
IIT | 60,5) 57,8 55,8 56,9 58,2 65,8 60,0) 63,8 66,2 63,6 70, 
IV 97 |92 96,8 98,2) 92 88,8) 92,0) 92,6 79 | 83, 


60,5| 69,5 70,3 59,9 
91,2 81,6 86,8 86 


Wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, unterliegen die Werte fiir die 
Wachstumshemmung bedeutenden Schwankungen, die sich entsprechend 
auch auf das Verhaltnis (Reihe IV) auswirken. Aus den Werten, sowie 
aus der graphischen Darstellung laBt sich jedoch erkennen, daB eine, 
wenn auch langsame Gewéhnung der Hefe an das Gift schon zu Beginn 
der Versuchsreihe eintritt und mit der Dauer der Fiihrung der Hefe in 
der vanillinhaltigen Nahrlésung stetig steigt. Dieses Versuchsergebnis 
steht in Einklang mit der von F/front (4) (FluBséiure) und von Rothen- 
bach (5) (K,SO,, HCl) gefundenen Gewohnung von Hefe gegen zu- 
nehmende Konzentrationen anorganischer Desinfektionsmittel. Morpho- 
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logische Anderungen konnten bei mikroskopischer Betrachtung nicht 
bemerkt werden, so da} iiber den Mechanismus des Selbstschutzes keine 
naheren Angaben gemacht werden kénnen. 


3. Die Abhangigkeit der Wachstumshemmung verschiedener Hefe- 
mengen in ein und derselben Giftstoffkonzentration wurde ermittelt, 
indem in einem Gemisch aus 10 cem Nahrlésung und 10 ccm einer 
0,2 igen Vanillinlésung (Gesamtkonzentration 0,1 °/,) steigende Hefe- 
mengen zum Wachstum (24 Stunden bei 25°C) gebracht wurden. 


Der Kurvenverlauf (Abb. 2) 1a8t deutlich erkennen, daB die Gift- 
wirkung nicht von der Konzentration der Lésung abhangt, sondern von 
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Abb. 2. 


Tabelle III. 





mg Hefe: 6,7 | 8,4 | 10,5 | 13,1 | 16,4 |,20,5 | 25,6 | 32 | 40 | 50 


% Hemmung nach | | 
24 Std. bei 25°C 58,7 | 55,7 | 54,3 | 49,2 | 44,7 37,6 37,2 | 35,8 | 38,2 33,2 


dem Verhiltnis der Giftmenge zur Hefemenge, und zwar derart, daB von 
einem Schwellenwert ab (im vorliegenden Falle etwa 30 mg Hefe) die 
Empfindlichkeit kleiner werdender Hefemengen stark ansteigt, um sich 
schlieBlich der fiir die betreffende Giftkonzentration charakteristischen 
Tédlichkeitsgrenze (ausgedriickt durch die Hefemenge, die gerade noch 
ankommt) zu nahern. Mathematische GesetzmaBigkeiten lassen sich 
allerdings in dieser Darstellung nicht erkennen. 


4. Uber die Wirkungssteigerung von Giftstoffkombinationen iiber 
die Summe der Einzelwirkungen hinaus liegen unseres Wissens an Mikro- 
organismen noch keine Untersuchungen vor. Zur Klarung dieser Frage 
untersuchten wir eine Reihe von Kombinationen aus Hefegiften, die 
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wir friiher (1) als solche erkannt hatten, in verschiedenen Konzen 
trationen. Die Versuchsdurchfiihrung war wie unter 1. angegeben. 

Entgegen der z. B. an wachstumsférdernden Stoffen gefundene: 
Tatsache (6), da Gemische in ihrer physiologischen Wirksamkeit iibe: 
die Summe der Wirkung der Komponenten hinaus aktiv sind, zeigt sich 
bei der Giftwirkung keine solche Superposition. Die Gemische aus 
zwei Hemmungsstoffen wirken wie die Summe der Einzelgifte. Dic 
Unterschiede fallen meist in die Fehlergrenze, die mit + 10% ange 
nommen werden mub. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen tiber Wachstumshemmungen an Hefe mit 
Vanillin als Hefegift brachten iiber die Abhangigkeit der Giftwirkung 
folgende Ergebnisse: 

1. Kulturhefen sind resistenter als z.B. Torula oder ,,Pombe*. 

2. Bereits nach einigen Tagen beginnt sich die Hefe an das Gift 
ihrer Nahrlésung zu gewoéhnen. 

3. Die Giftwirkung wird bedingt durch das Verhaltnis von Gift- 
menge zu Hefemenge. 

4. Gemische aus Giften wirken so wie die Summe der Kompo- 
nenten. 

Literatur. 


1) H. Liters und Mitarbeiter, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 60, 7, 1937. 


2) Huler-Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen Garung, Leipzig 
1915; Hailer, ,,Die Desinfektion** in Weyls Handbuch der Hygiene, 4. Abtlg. 
8. 309, Leipzig, 1922; Lafar, Technische Mykologie, 1. und 4. Bd., Jena 
1904—1907. — 3) C. Enders u. K. Kdrnbach, Wochenschrift fiir Brauerei 
1937. — 4) Effront, Cr. ac. se. 117, 559, 1893. — 5) Rothenbach, Zeitschr. f. 
Spiritusindustrie 19, 327, 1896. —- 6) Nielsen u. Hartelius, Nature 1388, 
203, 1936. 
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Zur Frage des organisch gebundenen Broms im Blute'. 
Von 
Helmut Doering. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Freiburg i. Br.). 


(Eingegangen am 21. Januar 1938.) 


In meiner Arbeit ,,.Die Bromwerte des Blutes‘‘? habe ich darauf 
hingewiesen, daB eine voéllige Erfassung des Broms durch eine offene 
Salpetersdureveraschung wohl beim Serum und Plasma, nicht aber 
beim Blute méglich sei. Es ergaben sich namlich bei Blutveraschungen 
im geschlossenen Bombenrohr bei 250° und im offenen GefaB bei 100° 
immer Differenzen, die in der folgenden Tabelle I wiedergegeben sind. 


Tabelle I. Brombestimmung im Blute nach Veraschung mit 
Salpetersdure bei 250 und bei 100°. 





Bombenrohr- Offene 
veraschung bei 250° Veraschung bei 100° 


y 0 “ ~ 0 
10 ‘ 0 0 / 0 


Differenz 


270 204 66 
320 249 71 
235 195 40 
288 240 48 
272 69 
240 93 


Menschliches Blut 


E 38eem 621 
Rinderblut a os 639 149 * 
16»; 634 
Bi 3 ., 666, 648 
Rinderblut b Be. 639 114* 
S 10 666 


* Die Differenz ist aus den Mittelwerten berechnet worden. 


Die bei der offenen Veraschung erhaltenen Werte sind alle niedriger 
als die Bombenrohrwerte, stimmen aber, wie die Analysen mit den ver- 
schieden groBen Ausgangsmengen von Blut zeigen, untereinander innerhalb 
der durch die Methode bedingten Fehlergrenzen iiberein. Da sich auBerdem 
auch noch zugesetzte K Br-Mengen wiederfinden lieBen (siehe Tabelle 11), 
war es von vornherein schon sehr unwahrscheinlich, daB es sich bei den 
Verlusten um anorganisches Brom handelte. 

Die Frage war nun die, wo dieses Brom, das bei der Veraschung 
im geschlossenen Bombenrohr nicht verlorengeht, geblieben ist. Es 


1 Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Wissenschaftlichen Ge- 
sellschaft Freiburg i. Br. ausgefiihrt. —- ? Diese Zeitschr. 291, 81, 1937. 
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Tabelle Il, Analysen mit Bromansatzen bei offener Veraschung, 





Veraschte Ermittelte Zugesetztes | Berechnete Erhaltene a 
Blutmenge Brommenge Brom (KBr) Brommenge Brommenge Fehler 


ecm 7 7 7  § 


19,4 26,6 46,0 45,8 
19,4 66,6 | 86,0 83,6 
19,4 53,3 uy Ae 74,1 
19,4 39,9 59,3 57,5 
32,0 39,9 71,9 73,3 


sles 32,0 33,3 65,3 66,9 


gibt da nur zwei Méglichkeiten: Entweder ist das fehlende Brom fliichtig, 
also in die Luft gegangen, oder aber es befindet sich in der Salpetersaure, 
die keineswegs imstande ist, bei 100° simtliche organischen Stoffe des 
Blutes zu CO,, H,O usw. zu oxydieren. In diesem Falle muBte das 
fehlende Brom zu erfassen sein, wenn man nach einer offenen Ver- 
aschung bei 100° vom Silberhalogenidniederschlag abfiltriert und die 
noch betrachtlichen Mengen organischer Substanzen des Filtrats durch 
eine Bombenrohrveraschung bei einer Temperatur von iiber 250° restlos 
zerstort. 

Derartige von mir ausgefiihrte Analysen sind in der folgenden 
Tabelle III wiedergegeben. 

Tabelle III. 





b c 


Bombenrohrveraschung 

" der bei der offenen Ver- 

Nr be nam gernnseel 2 Cee aschung unzerstért ge- 
utmenge veraschung eraschung bliebenen organischen 


bei 250° bei 100° Substanzen bei 2500 
(Filtrat von b) * 
x %o ¥ lo 


> 


Menschliches Blut. 

234 32 

210 27 

240 69 

256 48 

373 112 

Rinderblut. 
837 773 —_ _ 

“ 765 59 824 
2637 2309 293 2602 
2600 2344 266 2610 
5 623 543 101 655 


* Zum Filtrat von b wurden 2 Tropfen bromfreier etwa n/2 Salzsiiure gegeben, da die 
geringen Ag Br-Mengen fiir sich allein nicht faBbar sind. 


Summe 
von b und ¢ 


Wie aus den obigen Werten zu ersehen ist, wird das beim offenen 
Carius-Verfahren (b) fehlende Brom im Filtrat (c) wiedergefunden. 
wenn man seine organischen Substanzen im Bombenrohr restlos ver 
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ascht. Es geht daraus hervor, daB Blut organisch gebundenes Brom 
enthalt, das sich durch rote rauchende Salpetersiure nicht bei 1060, 
wohl aber bei 250° in die anorganische Form iiberfiihren laBt. 

Man k6énnte hier vielleicht einwenden, das im Filtrat (c) gefundene 
organische Brom sei aus anorganischem Blutbrom dadurch entstanden, 
daB die Salpetersiure Bromionen in den Erythrocyten, bevor eine 
Silberfallung erfolgen konnte, zu elementarem Brom oxydiert hat, 


wobei dann letzteres von ungesattigten organischen Verbindungen 
angelagert worden ist. Offene Veraschungen des Blutes nach vorher- 
gehender Hamolyse oder alkalischer Hydrolyse ergaben aber un- 


veranderte Werte. 

So erhielt ich fiir das hamolysierte Rinderbiut 1 — das Blut wurde 
auf die 10fache Menge (5 auf 50) mit dest. Wasser verdiinnt und nach 
vier- bis siebentagigem Stehen aufgearbeitet — Werte von 762, 789 
und 773 » % Brom (siehe obige Tabelle). Unter den gleichen Bedin- 
gungen ergab das Rinderblut 3: 538 und 543 y % Brom. Die alkalische 
Hydrolyse, die durch ein zehnstiindiges Erhitzen von je 5ccm des 
Rinderblutes 3 mit Barytwasser auf 160° durchgefiihrt wurde, ergab 
ebenfalls die unveranderten Werte von 522, 533, 533 und 538 y % Brom. 

Das organisch gebundene Brom kann somit nicht aus anorganischem 
bei der Salpetersiiureoxydation gebildet worden sein, sondern muB von 
vornherein im Blute vorhanden gewesen sein. Da aromatisch gebundenes 
Brom sehr fest am Kohlenstoff haften kann, ist aus der chemischen 
Literatur bekannt. 

Zusammenfassung. 


Das Blut enthalt organisch gebundenes Brom, das sehr fest am 
Kohlenstoff haftet. Rote rauchende Salpetersiure vermag dieses Brom 
nicht bei 100, wohl aber bei 250° in die anorganische Form iiberzufiihren. 





Uber die Zwischenreaktionen der Girung von Bacterium coli. 
Von 


Shozo Endo (Tokio). 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir medizinische Forschung, Heidelberg. ) 
(Eingegangen am 27. Januar 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem fiir die alkoholische Garung der Hefe wie fiir die Milch- 
sdurebildung im Muskel alle wesentlichen Zwischenreaktionen des 
Kohlenhydratabbaues aufgefunden sind}, ist es von Interesse fest- 
zustellen, wieweit die gleichen Schemata auch fiir die anaerobe Kohlen- 
hydratspaltung anderer Zellarten gelten. Dabei kann man zuniachst, 
bis zum Beweis des Gegenteils, annehmen, da} die reine Milchsaure- 
bildung bei allen tierischen Zellarten und auch bei den anaeroben Milch- 
saurebakterien tiber dieselben Stadien verlauft wie im Muskel und dab 
es nur infolge sekundirer Umstande nicht immer gelingt, das glyko- 
lytische Fermentsystem und die einzelnen Intermediarreaktionen vom 
Zellverbande zu isolieren. So wurde schon vor mehreren Jahren gezeigt, 
daB, entgegen friiheren Annahmen, das glykolytische Fermentsystem 
der Erythrocyten in Lésung iiberfiihrt werden kann? und daB sich dann 
dieselbe Art der Phosphorylierung ergab und dasselbe Phosphat iiber- 
tragende Co-Ferment erforderlich war wie im Muskel; ahnlich zeigten 
kiirzlich Boyland, Boyland und Greville’, daB die Erfolglosigkeit alterer 
Versuche, das glykolytische System der Tumoren von der Struktur zu 
trennen, an der raschen Zerstérung der Nucleotid-Co-Fermente gelegen 
ist und da® ihr Zusatz die Spaltung derselben phosphorylierten Ver- 
bindungen wie im Muskel mit einer der normalen Glykolyse der Tumoren 
vergleichbaren Geschwindigkeit herbeifiihrt. Ein ahnlicher Nachweis 
gelang v. Euler und Mitarbeitern fiir die Glykolyse des Gehirns‘. 

Der Nachweis einzelner Zwischenreaktionen des Kohlenhydrat- 
abbaues ist an die Bedingung gekniipft, daB der Reaktionsablauf durch 
isolierte Beeinfiussung von Teilreaktionen unterbrochen wird, so dah 
eine Anhaufung von Zwischenprodukten zustande kommt, die im 
stationiren Zustand der Zellen ebenso rasch wieder umgesetzt wiirden, 
wie sie entstanden sind. 


1 O, Meyerhof, W. Kiessling u. W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937; 
O. Meyerhof, W. Schulz u. Ph. Schuster, ebenda 298, 309, 1937; vgl. auch 
O. Meyerhof, Ergebn. d. Physiol. 89, 10, 1937. —- ® O. Meyerhof, diese 
Zeitschr. 246, 249, 1932. 3 Biochem. J. 31, 461, 1937. — 4 v. Euler, 
Giinther u. Vestin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 265, 1936. 
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Auf Vorschlag von Herrn Professor Meyerho/ untersuchte ich, ob 
sich fiir die kompliziertere Zuckergaérung des Bacterium coli ein ahnliches 
Abbauschema, das iiber phosphorylierte Zwischenglieder fiihrt, nach- 
weisen laBt. Durch zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre ist gezeigt, 
daB bei Bacterium coli ein vielseitigerer Zerfall des Zuckers stattfindet, 
daB hier nicht ein oder zwei Hauptprodukte wie bei der Hefe oder bei 
Milchsiurebakterien auftreten, sondern daf wenigstens die folgenden 
Substanzen in vergleichbaren Mengen gebildet werden: Bernsteinsaure, 
Milchsaiure, Essigsiure, Ameisensiure, Alkohol, Kohlensaure, Wasser- 
stoff, wobei z. B. fiir die ersten fiinf auf 100 Teile- Zucker die folgenden 
Verhaltniszahlen auftreten kénnen!: 
Bernsteinsaéure 
Milchsaure 
Essigsaure 
Ameisensaure 


Alkohol 


Andererseits ergibt sich aber auch eine Vereinfachung dieses komplexen 
Geschehens aus der weiteren Feststellung, daB die meisten, wenn nicht 
alle Produkte sich genetisch aus der Brenztraubensaure ableiten, wobei 
die folgenden Reaktionsgleichungen zugrunde gelegt werden kénnen?: 


CH,.CO.COOH +CH,.CHO + CO,, (la) 
CH,.CHO + 2H >CH,.CH,OH, (1b) 
CH,.CO.COOH + 2H—-CH,.CHOH.COOH, (2) 
CH,.CO.COOH + H,O-+CH,.COOH + HCOOH, (3a) 
HCOOH -H, + CO,, (3b) 
2CH,.CO.COOH+CH,.CHOH .COOH + CH,.COOH + CO, (4) 
CH,.CO.COOH + CH,.COOH + 20 
+> COOH .CH,.CH,.COOH + H,O + CO,. (5) 
Von diesen Reaktionen sind 1. bis 4. fiir das Bacterium coli nach- 
gewiesen, 5. ist eine hypothetische Formulierung auf Grund des Um- 
standes, daB bei der bakteriellen Vergarung der Brenztraubensidure 
Bernsteinsaéure entsteht. Dies kénnte durch eine oxydative Synthese 
von Ketoglutarsiure aus Essigsiure und Brenztraubenséure und nach- 
folgende oxydative Decarboxylierung erméglicht werden*. Bei anaerober 
Umwandlung miiBte ein Reduktionsvorgang nach Gleichung (1) oder (2) 
den erforderlichen Sauerstoff liefern. 
Macht man nun die Annahme, da alle Hauptprodukte der Garung 
im Sinne der Gleichungen (1) bis (5) auf dem Wege iiber Brenztrauben- 
siure entstanden sind, so ergibt sich offenbar die Méglichkeit, daB die 


' M. Michaelis, Zeitschr. f. physiol. Chem. 237, 181, 1935. — ? Tikka, 
diese Zeitschr. 279, 264, 1935; Mickelson, Reynold u. Werkman, Proc. Soc. 
exper. Biol. and Med. 34, 748, 1936; Woods, Biochem. J. 30, 515, 1936; 
H. A. Krebs, ebenda 31, 661, 1937. —- * H. A. Krebs, Nature 138, 288, 1936. 
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Zwischenprodukte zwischen Zucker und Brenztraubensaure die gleichen 
sind wie bei der alkoholischen Garung und reinen Milchsaurebildung, 
wo sie bekanntlich iibereinstimmen und simtlich phosphoryliert sind. 
Die Aufgabe engt sich dann auf das Problem ein, ob es gelingt, mit 
denselben Eingriffen wie dort die gleichen phosphorylierten Abbau- 
stufen zu erhalten und die gleichen Intermediarreaktionen aufzuzeigen 
Dazu muB ein Fermentpraparat von Colibakterien zur Verfiigung 
stehen, das die Abtrennung der Zwischenreaktionen gestattet. Dieselbe 
Fragestellung ist bereits von Tikka! bearbeitet worden, der sich einer 
im Vakuum getrockneten Bakterienmasse bediente. Er konnte eine 
geringe Phosphorylierung der Glucose beobachten und Anhaltspunkte 
fiir das Auftreten von Phosphorylierungsprodukten gewinnen: doch 
wurden keine bestimmten Phosphorséureester nachgewiesen und noch 
weniger eine stéchiometrische Beziehung zum Gesamtumsatz. Die 
Garung dauerte auch in seinen Versuchen bis zur Verarbeitung mehrere 
Tage. Im einzelnen ist die Spaltung der Phosphoglycerinséure zu 
Brenztraubenséure und Phosphorséure in Trockenpraparaten von Coli 
bereits von Antoniani (unter NMeuberg?) beobachtet worden. In voll- 
stindigerer Weise haben fiir die verwandten Propionsdéurebakterien 
Werkmann und Mitarbeiter nachgewiesen*®, daB hier in Gegenwart 
von Toluol und Fluorid aus Glucose und Phosphat Phosphoglycerin- 
siure gebildet wird, insbesondere mit Acetaldehyd oder Brenztrauben- 


siure als Wasserstoffakzeptoren. Dies deuten sie im Sinne der Glei- 
chungen von O. Meyerhof und W. Kiessling, zumal in Abwesenheit von 
Fluorid, aber Gegenwart von Sulfit an Stelle der Phosphoglycerinsaure 
zu einem erheblichen Teil Brenztraubensaure auftritt. 


In bezug auf die Zwischenreaktionen des Bacterium coli bin ich 
in ahnlicher Weise vorgegangen wie die letztgenannten Autoren und 
habe mich an erster Stelle bemiiht, ein stark wirksames Trockenpraparat 
von Bacterium coli zu gewinnen, das in kurzen Zeitraumen (2 bis 
5 Stunden) die zugesetzten Substanzen gréBtenteils umsetzt. Dabei 
wurden die Phosphatbilanz sowie das Auftreten und das Schicksal der 
uns bekannten Intermediarprodukte des Zuckerstoffwechsels verfolgt. 
Als Leitmotiv dienten die Arbeiten iiber die Zwischenreaktionen der 
alkoholischen Garung. Auf Grund dieser ist nicht der Zerfall einzelner, 
isolierter Zwischenprodukte fiir den Verlauf maBgebend, sondern die 
Reaktionskoppelungen und Phosphatiibertragungen, die zwischen 
gleichzeitig vorhandenen Intermediarprodukten erfolgen, bestimmen 
die Geschwindigkeit und die Richtung des Gesamtverlaufs. So gelingt 


1 Diese Zeitschr. 279, 264, 1935. — 2? Ebenda 267, 376, 1933. — 
3 Wood, Stone u. Werkman, Biochem. J. 31, 349, 1937; Werkman, Stone 
u. Wood, Enzymologia 4 (Neuberg-Festschrift), 24, 1937. 
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es auch bei Bacterium coli dieselben phosphorylierten Verbindungen 
und den gleichen Mechanismus der Oxydoreduktion nachzuweisen wie 
bei der Hefe. Hierfiir seien im folgenden eine Reihe von Belegen gegeben. 


Methoden. 


Die Kulturen stammten von einem nicht pathogenen Colistamm des 
Hygienischen Instituts der Universitat Heidelberg!. Er wurde in Trauben- 
zuckerbouillon weiter geziichtet (1% Pepton, 1,5°% Fleischextrakt, 1% 
Glueose und etwas festes Calcitumearbonat). Fiir Versuche mit lebenden 
Bakterien wurde alle 24 Stunden | cem aus einer Bakterienkultur von 
50 cem in einen neuen Kolben mit 50 cem Bouillon iiberimpft. In Versuchen 
zur Gewohnung an Dioxyaceton wurde die Glucose durch 0,4 & Dioxyaceton 
ersetzt. Zur Darstellung von Acetonpulver wurden 50 cem einer zweimal 
iiberimpften Traubenzuckerbouillon-Kultur nach 12 Stunden Wachstum 
in 5 Liter der gleichen Traubenzuckerbouillon gegossen, nach 15 Stunden 
die Bakterien abzentrifugiert. Diese wurden je einmal mit Salzlésung auf 
der Zentrifuge gewaschen und dann zwei derartige Ansatze (aus 10 Litern 
Bouillon) in 300 cem eiskaltes Aceton eingegossen. Dabei wurden etwa 1,5 g 
Bakterientrockenpulver gewonnen, die, iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum 
bei 0° aufbewahrt, einige Tage unverindert blieben. 

Die Salzlésung, die zum Waschen, sowie fiir die manometrischen Ver- 
suche diente, enthielt pro 1 Liter 1 g KH, PO,, 2g K,HPO,, 0,2 g MgSO,, 
0,1 g CaSO,, 0,2 g NaCl, 0,01 g Fe, (SO,),. 


Bestimmungsmethoden. 


Fiir die manometrischen Versuche wurden im allgemeinen 15 bis 20 mg 
Acetonpulver pro Ansatz benutzt. Fiir die Bestimmung des Umsatzes 
diente an erster Stelle das manometrische Verfahren O. Warburgs, wobei 
zur Ermittlung der Gesamtsaurebildung zu der Salzlésung noch Bicarbonat 
(0,26 %) zugegeben und der Gasraum mit 5% CO, in N, gefiillt wurde. 
In dem auftretenden manometrischen Druck ist die Wasserstoffbildung 
mit enthalten, doch ist diese im Verhaltnis zur gebildeten fixen Siure schon 
bei lebenden Coli geringfiigig, beim Acetonpulver ganz zu vernachlassigen, 
da hier die Spaltung in der Regel nicht weiter als bis zur Brenztraubensiure 
fiihrt (s. unten). Sollen Kohlenséurebildung und Wasserstoffbildung fiir 
sich gemessen werden, ohne Bestimmung der fixen Saéure, so wird das Bi- 
carbonat weggelassen und ferner zur Messung der Wasserstoffbildung allein 
der Gasraum mit reinem Stickstoff gefiillt und Kalilauge zur Absorption 
des CO, in den Einsatz des ManometergefaBes gefiillt. 

Zur naheren Charakterisierung der entstandenen Saéuren wurden die 
einzelnen Bestandteile chemisch analysiert. Dabei wurden Milchsaure, 
«-Glycerinphosphorsaure, sowie die Gesamtheit der Phosphorsaureester 
auf die in diesem Institut iibliche Weise bestimmt, ebenso auch Alkohol, 
wozu das Verfahren von Widmark? in der zuletzt beschriebenen Ausfiihrung* 
verwandt wurde. Die Brenztraubensiure wurde in der Regel nach der 
Methode von Fromageot* gemessen, die spezifischer ist als die hier friiher 


1 Herrn Prof. Rodenwaldt bin ich fiir die Uberlassung der Kultur zu 
Dank verpflichtet. — 2 Diese Zeitschr. 121, 473, 1922. — * O. Meyerhof, 
W. Kiessling u. W. Schulz, ebenda 292, vgl. 8S. 31, 1937. —- 4 Fromageot u. 
Desnuelle, diese Zeitschr. 279, 174, 1935. 
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verwandte Sulfittitration nach Cook! und bequemer als die Methode von 
Case*. Von den in unsern Ansitzen verwandten Stoffen gab nur Glycerin- 
aldehyd einen gréBeren Fehler. Phosphoglycerinséure wurde in einer Reihe 
von Versuchen nach der neuen kolorimetrischen Methode von Rapoport 
gemessen. Dafiir wurde das Trichloressigsaurefiltrat ohne Neutralisation 
mit dem gleichen Volumen 25 %igem Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag 
nach Waschen mit n/10 Schwefelséure zersetzt, der Bleiniederschlag nach- 
gewaschen und dann die bleifreie Lésung nach der Vorschrift von Rapoport 
mit 0,5 cem 25 %iger Salzsiure eingetrocknet und auf dem Wasserbad mit 
Naphthoresorcin in konzentrierter Schwefelsiure 1 Stunde erhitzt. Trotzdem 
bei geringem Gehalt an Phosphoglycerinséure durch das Auftreten braun- 
griiner Farbténe die Messungen unsicher sind und ferner die Farbtiefe dem 
Beerschen Gesetz nicht genau folgt, so kénnen doch unter geeigneten 
Bedingungen ziemlich befriedigende Resultate erhalten werden. Es stimmen 
dann z. B. in Fluorid die manometrisch gemessene Saéure, der entstandene 
schwer hydrolysierbare Ester und die chemisch bestimmte Phosphoglycerin- 
siure (unter Beriicksichtigung der noch anwesenden Brenztraubensaure) 
ganz gut iiberein. 

Die Bernsteinsaéure wurde in einigen Versuchen in ahnlicher Weise wie 
von Gészy* durch Oxydation zu Fumarsaure mittels Muskelgewebe bestimmt. 
Ich benutzte als Muskelgewebe mit Leitungswasser ausgewaschene, zer- 
scbnittene Froschmuskulatur, auf Grund dlterer Befunde O. Meyerhofs®, 
wonach die Succinodehydrogenase bei Waschen mit caletumhaltigem Wasser 
ungeschadigt bleibt, wihrend die Oxydation aller iibrigen, als Wasserstoff- 
akzeptoren wirkenden Siéuren dadurch erlischt (optimale Temperatwr 37°). 
Die Bakteriensuspension wurde mit Natriumwolframat und Schwefelsiure 
enteiweiBt, dann noch mit '/; 2n Schwefelséure versetzt und ein Volumen 
von etwa 5 cem sechsmal mit 20 cem Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde 
unter Zugabe von 1 cem Wasser vertrieben, der wasserige Riickstand unter 
Nachspiilen in die vergr6Berte Retorte eines ManometergefaBes gefiillt 
und die Sauerstoffaufnahme dieser Lésung in Gegenwart von 0,7 g dreimal 
ausgewaschener Froschmuskulatur bei 37° in reinem Sauerstoff bestimmt. 
Der Umsatz dauerte bei | bis 2 mg Bernsteinsaure 60 bis 90 Minuten, 100 emm 
Sauerstoff = 1,05 mg Bernsteinsiure. Nach Abzug des Leerwertes ent- 
spricht der Sauerstoffverbrauch etwa 96 bis 99% dieser theoretischen 
Menge. 

Traubenzucker wurde nach Hagedorn-Jensen titriert, Dioxyaceton 
nach Campbell®, Ameisenséure wurde mehrmals nach der Kalomel-Methode 
mit etwa 90% Ausbeute gemessen, nach 30 Minuten Destillation mit iiber- 
hitztem Wasserdampf’. 


I. Versuche mit Acetonpulver. 


Im allgemeinen setzt das Acetonpulver von Bacterium coli Brenz- 
traubensdure sehr viel schlechter um als Zucker. Dadurch wird eine, 
wenn auch nicht ganz vollstandige Unterbrechung der Reaktionskette 


! Biochem. J. 24, 1526, 1980. — ? Ebenda 26, 753, 1924. — *? Diese 
Zeitschr. 289, 406; 291, 429, 1937. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 286, 54, 
1935. —- 5 Pfliigers Arch. 175, 20, 1919. — ® J. of biol. Chem. 67, 59, 
1926. — 7 Vgl. Bernhauer, Garungschemisches Praktikum, 8. 209, Jul. 
Springer, 1936. 
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hervorgerufen, die zur Folge hat, daB sich Brenztraubensiure bei 
raschem Umsatz der Glucose in betrichtlicher Menge anhauft. Bei der 
alkoholischen Garung erhéht bekanntlich Acetaldehyd die Angirungs- 
geschwindigkeit der Glucose, was letzten Endes auf der raschen Re- 
oxydation der von Triosephosphorséure reduzierten Cozymase durch 


Acetaldehyd beruht. Genau den gleichen Vorgang beobachtet man hier 
(vgl. Abb. 1). Ebenso beruht die Verkiirzung der Induktionsperiode 
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Abb. 1. Umsatz von Glucose mit Acetonpulver von Bacterium coli (20 mg in 2 cem). 

@ @ 1 ohne Zusatz. 

° o 2 mit 5 mg Glucose. 

o——DO 3 mit 5mg Glucose + 3 mg Acetaldehyd. 

A——A 4 mit 2,25 mg P.O, Hexosediphosphat. 

X—— > 5 mit 2,25 mg P.O, Hexosediphosphat + 5 mg Glucose. 

+——+ 6 mit 2,25 mg P.O, Hexosediphosphat + 5 mg Glucose + 3 mg 
Acetaldehyd. 


durch Zugabe von Hexosediphosphat auf der raschen Entstehung von 
Triosephosphorséure, die sonst erst allmahlich durch die Veresterung 
von Glucose iiber Hexosemonophosphat und Hexosediphosphat ge- 
bildet wird. Auch diese Wirkung ist bei den Acetonbakterien von Coli 
nachweisbar (vgl. Abb. 1, Kurven 5 und 6); noch rascher gart unter Um- 
staénden Hexosemonophosphat an. 


Die gesamte Bildung von Saure (einschlieBlich CO,), von Brenz- 
traubenséure und die Phosphatveresterung ist fiir eine Versuchsreihe 
in Tabelle I wiedergegeben. Durch gleichzeitigen Zusatz von Hexose- 
diphosphat zur Glucose wird die Gesamtséuremenge nicht wesentlich 
erhoht. 
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Tabelle I. Umsatz mit 20mg Coli-Pulver in 2cem in 3 Stunden 
30 Minuten bei 37° in Ng mit 5% CQ. 





Vorgelegt 10-6 Aquivalent 


emm CO, Anderung mg sak 
gebildet anor- Brenz- 
mg (+ 10%.)  ganisches  trauben- ines Anor- Brenz- 
Acet- Reten- Phosphat siiure egress ganisches trauben- 
aldehyd tion) ing P, O; gebildet eeur Phosphat siiure 


Hexose- 
mg diphos- 
Glucose phat 
mg P, 0; 
60 0,0 0,1 
748 0,99 0,87 37 - 14 
910 0,47 2,21 6,5 
266 +- 0,92 1,08 + 13 
860 0,1 1,65 0 
905 -+- 0,40 3,20 + 6 36 
476 +. 1,45 2,52 + 20.5 28 


Bei der Aufspaltung von Hexosediphosphat allein ist in dem an- 
gefiihrten Versuchsbeispiel (Tabelle I) die ganze gebildete Saiure Brenz- 
traubenséure, bei Umsatz von Glucose mit Acetaldehyd der gréRere 
Teil, weniger in Abwesenheit von Acetaldehyd, weil dieser die Spaltung 
von Brenztraubenséiure hemmt.. Bei der Aufspaltung von Hexose- 
diphosphat wird eine aquivalente Menge Phosphat abgespalten, un- 
gefahr entsprechend den Gleichungen: 


1 Hexosediphosphorsiure = 1 Brenztraubensaure 
+ ] Phosphorséure + 1 x-Glycerinphosphorsiure 


bzw. 
1 Hexosediphosphorsaure + 2 Acetaldehyd 
-- 2 Brenztraubensaure + 2 Phosphorsaéure + 2 Alkohol, (7) 


dagegen wird mit Glucose Phosphat verestert. 


Diese Phosphatveresterung ist bei langsamer Vergarung groBer, was 
in Analogie zur Garung der Hefe zu erwarten ist, da die Anhaufung 
von Zuckerphosphorsiuren der Differenz ihrer Bildung und Wieder- 
aufspaltung entspricht. Da® die Hauptmenge des veresterten Phosphats 
Hexosephosphorsauren sind, kann durch: die spezifischen Reaktionen 
derselben, so die Zymohexasereaktion fiir Hexosediphosphat, nach- 
gewiesen werden. 

Im Einklang mit der beobachteten Anhaufung der Brenztrauben- 
siure wird zugesetzte Brenztraubenséure durch das Acetonpulver meist 
nur langsam umgesetzt. Daher findet auch keine Dismutation zwischen 
Triosephosphorsdure und Brenztraubensaure unter Bildung von Milch- 
siure und Phosphoglycerinsiure statt. Wenn aber Brenztrauben- 
siure selbst rasch vergirt, was gelegentlich bei einem frisch hergestellten 
Acetonpulver der Fall ist, so treten die verschiedensten Sauren auf, die 
in den obigen Gleichungen wiedergegeben sind. Da die entstandene 
Brenztraubensiure auch hier ihren Weg iiber Phosphoglycerinséure 
genommen hat, kann dadurch bewiesen werden, dafi man Ansiitze nach 
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\rt der Tabelle I mit n/25 Fluorid vergiftet. In Tabelle II ist der 
Zuckerumsatz in einer solchen Reihe mit und ohne Fluorid wieder- 
vegeben. Bei Abwesenheit von Fluorid ist auch hier die gebildete Saure 
sréBtenteils Brenztraubensdure, wobei eine annahernd aquivalente 
Menge des vorgegebenen Acetaldehyds zu Alkohol reduziert wird. Nach 
Zusatz von n/25 NaF ist zwar die Brenztraubensaurebildung nicht 
aufgehoben, aber auf etwa ein Viertel verringert und dafiir tritt eine 
entsprechende Menge Phosphoglycerinsiure auf. Gleichzeitig wird 
anorganisches Phosphat verestert. 


Tabelle LI. Umsatz mit 20mg Colipulver mit und ohne Fluorid in 
3 Stunden 45 Minuten bei 37°. 


A. Versuchszahlen. 





Zusatz Bildung Phos- 
oe . — Anor- schwer phogly- mg 
Hexose- me cmm | ganisches | hydroly- cerin- Brenz- mg 
ing diphos- _, ks n25 CO, | Phosphat | sierbaren siure trauben- Alkohol 
Glucose phat aldehvd NaF mg P.O, |Phosphats (chemisch) siure 
mg P.O, * ‘ mg P,O,| mg P.O; 


. 78 0 0 0 0,20 

0,1 é 955 | — 0,27 0,14 0 2,47 
Zee : - 850  -+- 0,30 0,10 0 4,02 
2.2 — 780 | — 0,23 0,39 0 1,81 
- | 143 0,18 0 0,39 0,48 

0,1 F 550 | — 1,28 1,13 1,31 0,73 
2,2 : 732 0,74 2,08 3,12 1,02 


2,2 + 330 0,17 1,04 1413 | 0,7] 
é + 560 1,43 1,42 0,92 0,26 


B. 10°° Aquivalente. 





Zusatz 
. - Schwer Phos- 
30. 10-6 Ver- hydroly- Gesamt-) phogly- 
tok | He Acet- |, esterung Sierbares _ siiure cerin- 
h »*xose- “ose este gz - 
NaF sented aldehyd Glucose Phosphat siiure 


Brenz- 
trauben- Alkohol 
siure 


4 
47 
42 
38 


‘ 
27 18,5 
36 30 
16 16 
20 27,5 | 13 
In Gegenwart von Fluorid zeigt sich noch ausgesprochener die 
starke Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Acetaldehyd, 
wobei eine ahnliche Bilanzgleichung gilt, wie bei der alkoholischen 
Garung, die dort als Hexosediphosphatkatalyse bezeichnet wurde: 
1 Glucose (-+- Spur Hexosediphosphat) + 2 Acetaldehyd 
+- 2 Phosphorsiiure = 2 Phosphoglycerinsiure + 2 Aikohol. (8) 


' 
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(Vgl. Abb. 2). Im Falle des Acetonpulvers von Coli kann auch das Hexose- 
diphosphat ohne Phosphatakzeptor nach der Gleichung reagieren : 


1 Hexosediphosphorsaure + 2 Acetaldehyd 
2 Phosphoglycerinséure + 2 Alkohol, (9) 


eine Reaktion, die im Hefemazerationssaft kaum zustande kommt. 
Entweder sind in den Colibakterien noch héhere Kohlenhydrate als 
Phosphatakzeptor tatig oder die Aktivitét der Adenylpyrophosphatase 
ist hier gréBer, was ebenfalls das Stattfinden dieser Reaktion erklaren 
wiirde. 


























0 


Abb, 2. Umsatz von Glucose mit und ohne Fluorid durch Acetontrockenpulver 
yon Bacterium coli (je 40 mg in 2 ccm). 
@——e 1 ohne Zusatz. 
° o 2 mit 5 mg Glucose. 
o—o mit 5 mg Glucose + 0,1 mg P.O, Hexosediphosphat. 
x—— x 4 mit n/60 NaF, 5 mg Glucose + 1,15 mg P, 0; Hexosediphosphat. 
+~—~—+ 5 mit n/50 NaF, 5 mg Glucose + 1,15 mg P,O, Hexosediphosphat und 
38mg Acetaldehyd. 


Wenn in Abwesenheit von Acetaldehyd die Reaktion in Fluorid 
nach der Gleichung (6) oder bei Anwesenheit von Glucose und Hexose- 
diphosphat nach der Gleichung 


1 Hexosediphosphorsaure + 1 Glucose +- 2 Phosphorsaure 
2 Phosphoglycerinsaure -}+- 2 «-Glycerinphosphorsaéure (10) 


verlaufen wiirde, miiBte eine der entstandenen Phosphoglycerinsaure 
entsprechende Menge Glycerinphosphorsaure entstehen. Dies ist jedoch 
nicht der Fall. In Abwesenheit von Glucose tritt praktisch gar keine 
a-Glycerinphosphorsaiure auf und es miissen dann andere Reduktions- 
produkte entstanden sein. In Anwesenheit von Glucose ist allerdings 
Glycerinphosphorsiure nachweisbar und ebenso in Anwesenheit von 
Dioxyaceton, jedoch in kleinerer Menge als Phosphoglycerinsaure (vg. 
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Tabelle II1). In der Versuchsreihe der Tabelle IIT ist ein Ansatz von 
Dioxyaceton ++ Hexosediphosphat gebraucht, weil nach den Uber- 
legungen von Virtanen! an die Méglichkeit zu denken war, daB aus 
Dioxyaceton mehr Glycerinphosphorsiure entstehen kénnte als aus 
Glucose. Dies ist jedoch nicht der Fall, wenngleich die Gesamtsaure- 
bildung gréBer ist. Ubrigens ist in dieser Versuchsreihe der Zuwachs 
schwer hydrolysierbaren Phosphats gleich der entstandenen Phospho- 
glycerinsiure und die Bildung von Glycerinphosphorsaéure in den Ver- 
suchen c und d mu daher unter Abnahme von praformiertem, schwer 
hydrolysierbarem Ester erfolgt sein. 


Tabelle III. Dismutation in Fluorid, ohne Acetaldehyd. Umsatz 
von 20mg Colipulver in 2cem in 2 Stunden 30 Minuten. 





Vorgelegt mg P.O; 10-6 Aquivalent 


emmCO», | 
Hexose- (+ 10% Anderung 
diphos- mg Reten- anor- 
phat Zucker tion) ganisches 
mg P, O; Phosphat 


Phos- Gly- ae . 
oe Phos-| Gly- 
phos- 
phor- 
siure 

(chem.) | (chem.) 


Bildung 
schwer 
hydroly- 
sierbaren 
Esters 


Ge-  pho- | cerin- 
samt- gly- phos- 
siiure | cerin-  phor- 

siure  sdure 


91 0,16 0,06 0,17 O 4.5} 2, 
7 


264 + 0,16 0,41 0,49 0 13,0 0 


5 Glu- 396 - 0,16 0,87 0,76 0,53 | 19,5 | 10,5 | 7,5 


cose 
5Dioxy- 483 0,16 1,13 1,25 0,38 | 23,7/ 17,8 5,0 


aceton 


In Tabelle IV, wo ein wenig wirksames Acetonpulver verwendet 
wurde (in 3!/,facher Menge), ist bei Gegenwart einer viel kleineren 
Menge Hexosediphosphat der Umsatz der Triosen bestimmt worden. 
Auch hier stimmen Saurebildung und Bildung schwer hydrolysierbaren 
Esters, sowie Veresterung von anorganischem Phosphat annahernd iiber- 
ein. Die Triosen steigern in diesem Falle den Umsatz erheblich starker als 
Glucose und der titrierte Trioseschwund stimmt ebenfalls mit der Menge 
gebildeter Phosphoglycerinsiure tiberein. Die Wirksamkeit des Dioxy- 
acetons in dieser Anordnung ist aber nicht konstant, sie hangt nicht 
wie bei den lebenden Bakterien, mit einer Gew6hnung an Dioxyaceton 
zusammen, vielmehr wurden fiir die Acetonpriparate Bakterien ver- 
wendet, die in Glucosebouillon geziichtet waren und die lebend das 
Dioxyaceton nur auBerst langsam vergoren. Ob Triose in den Ver- 
suchen der Tabelle IV unmittelbar als Phosphatakzeptor dient oder 
erst eine Aldolkondensation zu Hexose durchmacht, ehe es verestert 
wird, kann weder durch diese noch durch die Versuche mit lebenden 
Bakterien direkt entschieden werden, ebensowenig wie durch diejenigen 
von Virtanen und Mitarbeitern. Bei der Ubiquitaét der Zymohexase 
1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 7, 1930. 
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Tabelle IV. Umsatz von 70mg Acetonpulver in n/40 NaF auf 3,2 cem 
in 2 Stunden bei 37°. 





Vorgelegt mg P.O, 10-6 Aquivalent 


axces- pee Bildung | mg : : Bildung 
diphos- mg CO. anor- schwer Triose- Ver-  Ge-  schwer 
phat Zucker 2 ganisches hydroly- schwund = este- samt- hydroly- 
mg P, O; Phosphat sierbaren rung siure sierbaren 
.~? Esters Esters 


Triose- 
schwund 


a 65 0,24 3,5; 2,9 

b! 0,48 150 || — 0,37 0,55 5 6,7 

c 0,48 4 Dioxy- 464 2,07 2,23 2,31 29 | 20,8 
aceton 

d 0,48 4Glycerin- 309) —0,78| 0,95 1,23 /11 | 13,8 13,5 
aldehyd 


stellt sich jedenfalls das Gleichgewicht Hexosediphosphat = 2 Triose- 
phosphat ein und es kann dann niemals entschieden werden, ob das 
vorhandene Triosephosphat aus Hexosediphosphat oder aus veresterter 
Triose entstanden ist. 

DaB die Colibakterien dieselbe Cozymase besitzen wie Hefe und 
Muskelgewebe, konnte nach allem erwartet werden. Der Cozymase- 
gehalt wurde nach Luler bestimmt, indem Kochsaft von lebenden 
Bakterien und von Acetonbakterien mit einer Standardcozymase in 
bezug auf die Garungsaktivierung ausgewaschener Trockenhefe ver- 
glichen wurde. “ 

Erhalten wurden bei Verwendung von 20 mg ausgewaschener Trocken- 
hefe (,,Apozymase*‘') auf 1 ccm: 

4,65 y Standard-Cozymase ergeben pro 10 Minuten .. 30,1 emm CO, 

Kochsaft aus 6,22 mg Bakterien pro 10 Minuten .... 38,4 ,, CO, 

danach = 5,83 » Cozymase. 

1g Bakterien (Trockensubstanz): 0,94 mg Cozymase. 

4,65 y Standard-Cozymase ergeben in 10 Minuten ... 30,9emm CO, 

Kochsaft aus 1,5 mg Acetonbakterien in 10 Minuten 12,9 ,, CO, 

enthalt danach 1,94 y Cozymase. 7 

1g Acetonbakterien : 1,3 mg Cozymase. 

Der Gehalt ist danach etwa das Doppelte desjenigen von Brauerei- 
unterhefe. Die Cozymase in den Acetonbakterien ist aber wenig haltbar 
und so kann man durch Zusatz gr6Berer Mengen Co-Ferment, entweder 
Cozymase allein oder Cozymase + Adenylpyrophosphat, haufig eine 
erhebliche Steigerung des Umsatzes bewirken (vgl. Tabelle V). 


Tabelle V. 50mg Acetonbakterien in 60 Minuten. 
2emm CO, 
CO, 


. in reiner Salzlésung.. 
. mit 200 » Cozymase 4) ere 
mit G lucose, Hexosediphosphat und Acetaldehyd (vgl. 
Tabelle I) ; 
Glucose, Hexosediphosphat und Acetaldehyd 
ORSTONOS: 6 5o8 5405 5c ae Tks Bee ees 
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Dialysiert man die Acetonbakterien, so sinkt die Garung des 
Riickstandes auf Null und kann durch Zugabe von Kochsaft, aber nur 
unvollstandig durch Cozymase und Adenylpyrophosphat wieder hervor- 
gerufen werden. Wakhrscheinlich werden noch weitere Bestandteile ent- 
fernt, ahnlich wie nach dem Befund von Kendal und Stickland bei stark 
verdiinntem, dialysiertem Muskelextrakt!. 


Tabelle VI. Je 15mg Colipulver in 2 Stunden 30 Minuten. 





Vor der Dialyse Nach 5 Std. Dialyse 


mg mg 
emm Brenz- cmm Brenz- 
CO» trauben- CO, trauben- 
siure siure 


Zusammensetzung 


Ohne Zusatz 28 
Mit 5 mg Glucose +- 3mg Acetaldehyd 1,70 27 
Mit 0,5 cem Kochsaft (= 40 mg Pulver) 0,36 94 
Mit 5 mg Glucose + 3 mg Acetaldehyd 

+ 0,5 eem Kochsaft 0,72 394 


ae 


Mit 5 mg Glucose + 3 mg Acetaldehyd 
+ 80 y» Adenylpyrophosphat + 200 ; 
Cozymase 64 

Die voranstehenden Versuche zeigen demnach, da, wenn man den 
Kohlenhydratabbau auf der Stufe der Brenztraubensiure oder, nach 
Zusatz von Fluorid, im wesentlichen auf derjenigen der Phospho- 
glycerinsiure zum Stehen bringt, sich keine prinzipiellen Verschieden- 
heiten gegeniiber dem Kohlenhydratumsatz der Hefepraparate zeigen. 
Quantitative Abweichungen bestehen darin, da8 der Umsatz von 
Hexosediphosphat schon ohne Zugabe von Phosphatakzeptor durch 
Acetaldehyd erheblich gesteigert wird, daB ferner in Abwesenheit von 
Acetaldehyd viel zu wenig Glycerinphosphat auftritt, dafs ferner die 
Veresterung von anorganischem Phosphat im Verhaltnis zum Glucose- 
umsatz geringer ist als bei der zellfreien alkoholischen Garung und 
schlieBlich, daB n/25 NaF den Abbau der Phosphoglycerinsiure noch 
nicht vollstandig hemmt. Diese Abweichungen diirften zum Teil 
darauf beruhen, dai das Colipulver noch andere Substanzen, vielleicht 
héhere Kohlenhydrate als Phosphatakzeptor besitzt und ferner auch 
reduzierbare Substanzen, die imstande sind, den Wasserstoff der 
hydrierten Cozymase aufzunehmen. Weiterhin diirfte die Phosphat- 
bilanz durch die Phosphatasen beeintrachtigt werden, wodurch an- 
gehiufte Phosphorsiureester bzw. Adenylpyrophosphat auch ohne 
Umesterung zerfallen. 


II. Versuche mit lebenden Bakterien. 


Anhangsweise sei iiber einige Versuche mit lebenden Bakterien be- 
richtet. 


1 Biochem. J. 31, 1758, 1937. 
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A. Vergairung von Dioxyaceton. 

Ziichtet man Bacterium coli langere Zeit in Dioxyaceton-Bouillonlésung. 
so gelingt es, wie Virtanen zeigte', ahnlich wie bei Saccharomyces Ludwigii?, 
die Gargeschwindigkeit gegeniiber Dioxyaceton immer mehr zu steigern, 
wahrend die von Traubenzucker gleich bleibt oder etwas absinkt. SchlieBlich 
kann sogar die Gargeschwindigkeit der Triose diejenige der Hexose iiber 
treffen, ein Verhaltnis, das sich dann bei weiterer Ziichtung zunachst nicht 
mehr andert (vgl. Tabelle VII). 


Tabelle VII. Garungsgeschwindigkeit von Dioxyacetonkulturen. 





emm CO, 


Zahl der Umziichtungen in 15 Min. in 30 Min. 


Dioxyaceton Glucose Dioxyaceton Glucose 


0 155 0 303 
87,7 48 86 126 
105 90 226 247 
83 54 187 172 


Wahrend bei der Vergairung.der Glucose ein geringer Teil der Saure 
Milchsaéure ist, wobei, wie bekannt, der Anteil der Milchséure mit zu 
nehmender Aziditaét des Milieus steigt, fehlt diese ganz oder nahezu bei 
Vergirung des Dioxyacetons. Andererseits entsteht dabei eine gewisse 
Menge Glycerin, nicht Glycerinphosphorséiure, wihrend dieses bei der 
Vergaérung von Glucose vollstandig fehlt. Unter Beriicksichtigung des 
Verlustes bei der Glycerinextraktion (30 bis 40°) sind in meinen Ver- 
suchen etwa 25% des Dioxyacetons zu Glycerin reduziert worden. Infolge 
der Bildung des Glycerins und vielleicht noch anderer, nicht saurer Produkte, 
ist bei gleichem Zuckerschwund die Gesamtsaéurebildung mit Dioxyaceton 
kleiner als mit Glucose (s. Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. Saurebildung und Glycerinbildung aus Hexose und 
Triose (je 60mg in 3,2 cem yorgelegt). 





Zelt Geschwunden emm CO» gebildet mg Glycerin gebildet 


in Min. 


mg Glucose mg Dioxyaceton Glucose Dioxyaceton Glucose Dioxyacet on 


30 1,3 (2) 7,5 1090 473 0 
120 14,8 14,5 4175 2130 0 


10—6 Aquivalente berechnet. 
120 15,8 16,0 18,6 9,5 0 


Die Befunde von Virtanen kénnen danach bestatigt werden und 
mindestens ein Teil des Dioxyacetons ist zu Glycerin reduziert worden. Es 
scheint mir jedoch nicht méglich, aus diesen Befunden einen SchluB iiber 
den Mechanismus zu ziehen, insbesondere nicht iiber die Frage, ob eine 

Virtanen, Karstrému. Turpeinen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 7, 1930. 

2 Haehn u. Glaubitz, Chem. Ber. 60, 490, 1927; Ken Iwasaki, diese 
Zeitschr. 208, 237, 1928; H. Lehmann, ebenda 277, 261, 1935. 
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intermediaire Phosphorylierung der Triose dabei vorkommt oder nicht?. 
Da der prozentuale Anteil der Milchséurebildung an der Gesamtsaure mit 
zunehmender Aziditat steigt, wurde fiir die folgenden Versuche der Gasraum 
mit 100% CO, gefiillt. In der angefiihrten Tabelle LX wird aus Dioxyaceton 
praktisch keine Milchséiure gebildet, wahrend mit Glucose 15 bis 20% 
der Saéureéquivalente Milchsaéure sind. 


Tabelle IX. Anteil der Milchséurebildung an der Gesamtsaure. 
Je 6cem Bakterienlésung. 





Umaiichtung in Zeit emm CO, mg Milchsiure gebildet 


Dioxyaceton- in Min. || — — — 
Bouillon “aus Glucose aus Dioxyaceton aus Glucose aus Dioxyaceton 


40 1553 928 0,39 0,16 
80 3318 1870 1,24 0,13 
120 4390 2650 2,51 0,03 
40 1602 871 0,68 0,02 
80 3482 1910 0,84 0,0 
120 5170 2932 1,88 0 


Durch CO wird die Wasserstoffbildung der Coligaérung stark gehemmt, 
wie bereits von Stephenson und Stickland gefunden worden war?. Diese 
Hemmung ist, ebenso wie die GréBe der Wasserstoffbildung im Verhaltnis 
zur Gesamtgarung, bei Glucose und Dioxyaceton gleich. Mit der Hemmung 
der Wasserstoffgarung steigt die Milchséurebildung an, wie ahnlich von 
Kubowitz bei der Butterséuregérung gefunden worden war’, aber auch 
unter diesen Umstanden entsteht aus Dioxyaceton fast gar keine Milchsaure. 


B. Bildung von Bernsteinsaure. 
In einzelnen Versuchen, sowohl bei lebenden Bakterien wie mit Aceton- 


pulver, wurde die Bernsteinséure nach der oben beschriebenen mano- 


Tabelle X. Bernsteinsaéurebildung. 





emm CO. mg Bernsteinsiiure gebildet 





Zeit mit 20 mg , 
. : ; mit Brenz- 
25 3renz- sas siee 
in Min. so mit 28mg Brenz —— pears ea 


Glucose trauben- 
siiure 


sdiure 
Lebende Bakterien { 150 33 4000 800 
in 5cem ||| 285 3200 
Acetonpulver, 150 mg { 70 383 = 2950 3450 
in 5eem \ 85 432 3590 
1 In einer neueren Arbeit gibt Virtanen an (diese Zeitschr. 279, 262, 
1935), da®B er bereits im Jahre 1929 (Virtanen, Karstrém u. Turpeinen, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 7, 1930) eine Phosphorylierung des Dioxy- 
acetons mit nachfolgender Dismutation gefunden hatte und vermif8t die 
Erwahnung dieses Befundes in den Arheiten dieses Instituts. Indes ist in 
der zitierten Arbeit auf keinerlei Weise das Auftreten von Triosephosphor- 
siure nachgewiesen, geschweige denn diese Verbindung isoliert worden. 
- 2 Biochem. J. 26, 712, 1932. —- 3? Diese Zeitschr. 274, 285, 1934. 
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metrischen Methode bestimmt. Im letzteren Falle wurde ein Pulver benutzt, 
das ausnahmsweise Brenztraubensaéure ebenso stark umsetzte wie Glucose. 
Die Ausbeute an Bernsteinsiéure betrigt danach 5 bis 10% der im ganzen 
gebildeten Saurediquivalenté. Bei lebenden Bakterien war die Bernstein 
saurebildung aus Brenztraubensaure relativ geringer, bei Acetonbakterien 
bestand zwischen Glucose und Brenztraubenséure kein Unterschied. 


Zusammenfassung. 


Mittels eines aus Bacterium coli dargestellten Acetontrockenpulvers 
laBt sich nachweisen, da bei der Kohlenhydratgarung von Coli ahnliche 
Reaktionskoppelungen vorliegen wie bei der alkoholischen Garung und 
dieselben phosphorylierten Zwischenprodukte auftreten. Wahrend dic 
Spaltung in Abwesenheit von Fluorid mit dem Trockenpulver meist 


auf der Stufe der Brenztraubensiure zum Stehen kommt, tritt dafiir 
in Gegenwart von Fluorid im wesentlichen Phosphoglycerinséure auf. 
Acetaldehyd beschleunigt die Angaérung und wird dabei zu Alkoho! 
reduziert. Der Gehalt der Cozymase in Coli ist etwa der Doppelte des- 
jenigen der Hefe. Bei der Dismutation von Hexosediphosphat wird die 
Anhaufung von Glycerinphosphorsiure als reduziertem Reaktions- 
produkt vermiBt. Bei lebenden Bakterien 14Bt sich der Befund von 
Virtanen bestiatigen, wonach aus Dioxyaceton im Gegensatz zu Glucose 
teilweise Glycerin entsteht. Dafiir fehlt die Milchsiurebildung aus 
Dioxyaceton. 
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Verfahren zur photometrischen Bestimmung 
des Bilirubins im Harn. 
Von 
L. Jendrassik und P. Gréf. 
(Aus der Medizinischen Klinik und aus dem Physiologischen Institut der 
kénigl. Erzsébet-Universitat in Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1938.) 


Zur Bestimmung des Bilirubins im Blute stehen geniigend einfache 
Methoden zur Verfiigung, seitdem Hijman’s van den Bergh die Ehrlich- 
Préschersche Diazoreaktion zu diesem Zwecke angewendet hat. Eine 
Verbesserung der kolorimetrischen Methode beschrieb im Jahre 1928 
einer von uns in Gemeinschaft mit A. Czike (1), die exakte photo- 
metrische Ausfiihrung derselbe 1936 mit R.A. Cleghorn (2). Im 
Harn wurde das Bilirubin bisher mehr mit qualitativen Methoden 
ermittelt, da zuverlassige und geniigend einfache Bestimmungsmethoden 
hierzu nicht bekannt sind. 

Dieser Mangel ist umso fiihlbarer, da die genaue Kenntnis der 
Bilirubinkonzentration im Harn auf manche biochemische, ebenso auf 
pathologische und klinische Fragen Licht werfen kénnte. Schon die 
bisher bekannten mangelhaften Methoden beweisen, daB das Bilirubin 
fiir die Niere keine Schwellensubstanz darstellt. Im Gegenteil entleert 
die Niere das ,,direkt positive‘ Bilirubin auch schon bei ganz niedrigen 
Konzentrationen im Blut, wihrend das direkt negative auch bei hohen 
Blutwerten im Harn fehlt. Dies beweisen die Arbeiten von Bensley, 
Rabinovitch, Raices (3, 4, 5), ebenso unsere bisherigen Erfahrungen. Jedoch 
ist die Verfolgung der Ausscheidung im Harn umsomehr der Be- 
achtung wert, als sie auch mit der Konzentration des direkt positiven 
Serumbilirubins keinen Zusammenhang zeigt und zu der Art und Dauer 
des Ikterus in eigenartigem Verhiltnis steht. Die sich hieraus ergebenden 
klinischen Probleme machen die Ausarbeitung einer einfachen und 
gentigend genauen Methode besonders wiinschenswert. 

Die bisher empfohlenen quantitativen Methoden beruhten auf einer 
Oxydation des Bilirubins zu Biliverdin bzw. Bilicyanin. Bekannt ist 
aber, daB die Oxydation nicht quantitativ und regelmaBig verlauft und 
meistens nicht zu einheitlichen Produkten fiihrt [ Peterman und Coole y (6), 
Kerppola(7)|. Die Oxydationsmethoden kénnen daher auch im Harn nicht 
als Lésung der Aufgabe betrachtet werden. Die Methode von T'erwen (8) 
dagegen, welche die Diazoreaktion des Bilirubins zur Grundlage hat, 
ist zu langwierig und ]a8t wegen ihrer Kompliziertheit Verluste kaum 
vermeiden. 
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Es war das Ziel unserer Arbeit, auf Grund der Diazomethode zu 
einem geniigend einfachen und exakten Verfahren zu gelangen. Unsere 
Serumbilirubinmethode ist in ihrer urspriinglichen Form aus den 
friiher (2) dargelegten Griinden nicht anwendbar. 

Auf der Grundlage der Diazomethoden schienen mehrere Wege denk- 
bar, die uns zu verschiedenen Diazomethoden fiihrten. Von diesen be- 
schreiben wir zuerst diejenige, welche sich als die Beste erwies (I.). An- 
hangsweise besprechen wir auch die anderen, deren kleinere Mangel 
in der Zukunft noch behoben werden kénnten (II.—V.). 


Das Verfahren. (L.) 

Prinzip. Das Bilirubin wird durch Calciumchlorid und Natrium- 
phosphat gefallt und an der Zentrifuge mit verdiinnter Calciumchlorid- 
lésung gewaschen. Aus dem Niederschlag wird das Bilirubin durch 
Alkohol und Diazomischung als Azobilirubin herausgelést, mit Salzsaure 
angesiuert und die Farbtiefe der Lésung im Pulfrichschen Stufen- 
photometer mit Filter 57 ermittelt. 

Reagenzien. 1. Natrrumphosphatlésung (Na,H PO, . 12 H,O)—- 11%. 
. Caleitumchlorid (CaCl, . 6 H,O) —- 20%. 
. Caleitumchlorid (CaCl, . 6 H, O) 0,2 %. 


. Alkohol, 96%. 
Diazo I, 5g Sulfanilsféure 15 ccm konz. HCl bis 1000 cem 


Wasser. 
6. Diazo IL (0,5 %iges‘Natriumnitrit). 

Vor dem Gebrauch werden 10ccm I mit 0,25ccm (6 Tropfen) IT ge- 
mischt = Diazomischung. 

7. Salzsiure, z. A., konzentriert. 

Ausfiihrung: In einem Zentrifugenglas (am besten geeignet sind 
die zylinderférmigen Ecco-Réhren Nr. 2178, b von etwa 12 cem Inhalt) 
werden 2ccm Harn, méglichst frisch entleert und rein, abgemessen. 
(Stark saure Urine sind mit einigen Tropfen starker Lauge zu neutrali- 
sieren, um einen eventuell bilirubinhaltigen Niederschlag zu_ lésen. 
Alkalisch triibe Harne werden vor dem Gebrauch durch Einblasen gleich- 
maBig aufgeriihrt. Starkere Grade von Albuminurie, Bakteriurie und 
Hamaturie stéren die Bestimmung und ergeben zu hohe Werte.) Dazu gibt 
man dann 1,5cem Na-Phosphat (1) und unmittelbar nachher 0,5 ccm (2) 
(10 Tropfen) 20 %,ige CaCl,. Nach 10 bis 15 Minuten langem Stehen wird 
zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen oder abgesaugt, 
sodann der Niederschlag mit 10cem_ verdiinnter Calciumchlorid- 
lésung (3) gewaschen. Bei genauem Arbeiten und niedrigem Bilirubin- 
gehalt ist ein zweimaliges Waschen nétig. Endlich wird die Lésung 
bis auf den letzten Tropfen abgesaugt. Nun werden 6,6 ccm Alkohol 
und lecem Diazomischung zugefiigt und der Niederschlag griindlich 
aufgeriihrt. Nach 5 bis 10 Minuten setzt man 2 ccm Salzséure (7) zu 
und ermittelt den Extinktionskoeffizienten bei 1 oder 3 em Schicht- 
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dicke durch das Filter 57 des Stufenphotometers gegen ein mit Wasser 
vefiilltes GefiB. Ist 2, der Extinktionskoeffizient der Lésung, so ist 
die Bilirubinkonzentration in Milliprozenten: 
c = 3,46 E£,. 

Beniitzt man ein Rohr mit einer Markierung bei 10 ccm, so gibt man 
zum Niederschlag erst 6 cem Alkohol und erganzt das Gemisch nach 
Zufiigung der Salzsiure durch Alkohol auf 10 cem. Von Harnen mit 
voraussichtlich sehr niedrigem Bilirubingehalt kann man auch 5 cem 
und mehr mit unveranderten Mengen Fallungsmitteln nehmen. Bei 
sehr starker Bilirubinurie dunkelbraune Harnfarbe geniigt 1 ecm. 
Der Faktor ist dann entsprechend kleiner bzw. gréBer. 

Die Bestimmung der taglich entleerten Bilirubinmenge geschieht 
wegen der leichten Oxydierbarkeit, vgl. (9), am besten derart, daB 
man in mehreren Harnproben den Bilirubingehalt frisch bestimmt 
und aus dem berechneten Durchschnitt unter Beriicksichtigung des 
Tagesvolumens die Entleerung in Gramm berechnet. 


Begriindung und Erklirung der Methode. 
Wir gelangten zu dem Verfahren nach Ausprobieren anderer, von 
denen noch die Rede sein wird, durch Umgehen der Mangel derselben. 
Wesentlich fiir den Erfolg sind folgende Umstande: 


. . os . . . . 5 
1. Bleibt bei der Fallung kein oder nur wenig Calcium in UberschuB, 
so bildet sich kein Calciumsulfatniederschlag, welcher, unlésbar in 
alkoholischer Salzsiure, Triibung verursachen wiirde. 


2. Das abgeschiedene Bilirubin kann ohne Verlust mit verdiinnter 
Chlorcaleciumlésung gewaschen werden. 

3. Das Eluieren gelingt quantitativ mittels alkoholischer Diazo- 
mischung in Form von Azobilirubin. 

4. Das angesiuerte blaue Azobilirubin ist im Gelblicht (Filter 57, 
Filterschwerpunkt 572 my) mit geniigender Genauigkeit von anderen 
gelblichrétlichen Produkten (s. nachstehend) trennbar, welche die 
einfache kolorimetrische Auswertung stéren oder unméglich machen 
kénnten. Das blaue Azobilirubin wurde zum ersten Male in der kolori- 
metrischen Methode von Thannhauser und Andersen (10) zu analytischen 
Zwecken verwendet [die Mangel dieses Verfahrens hat einer von uns 
bereits auseinandergesetzt (1)|. Wir vergewisserten uns davon, dab 
die Farbstirke bzw. Extinktion mit der Bilirubinkonzentration pro- 
portional ist, die Substanz daher dem Lambert-Beerschen Gesetz ge- 
horcht. Die Berechnungskonstante unterscheidet sich von dem Vierordt- 
schen Absorptionskoeffizienten erstens darin, daB die Konzentration 
Milliprozente bedeutet, zweitens, daB dieser Wert sich nicht auf das 
Reaktionsgemisch, sondern auf den in vorgeschriebener Menge unter- 
suchten Harn bezieht. 
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Bestimmung des Berechnungsfaktors (f). Hierzu wurden die Extink 
tionskoeffizienten von Bilirubinlésungen bekannter Starke gemessen. Wii 
finden, daB die vorherige Auflésung des Bilirubins in Chloroform — die bei 
derartigen Bestimmungen iiblich war —~ auch bei alkoholischer Kupplung 
entbehrlich ist, da die unmittelbare Auflésung in Lauge auch zum 
Ziele fiihrt. Benutzt wurde ein reines Bilirubinpraparat, das wir von Herrn 
Geh.-Rat Prof. H. Fischer (Miinchen) frisch erhielten, wofiir wir ihm 
auch an dieser Stelle herzlichst danken. 

Das iiber Phosphorpentoxyd getrocknete, genau abgewogene Pulve 
wurde in einem Mikromérser in n/10 NaOH verrieben und sodann mit 
Wasser auf das Zehn- bis Zwanzigfache im MeBkolben aufgefiillt. Die 
Konzentration wurde auch mittels der Coffeinmethode (2) kontrolliert. Mit 
Hilfe einer solchen, 5 bis 20mg in 100 cem enthaltenden Bilirubinlésung 
wurde folgendes Reaktionsgemisch hergestellt: 1 Volumen Bilirubinlésung 

5 Volumen Alkohol, 96 °,ig, + 1 Volumen Diazomischung + 2 Volumen 
konz. Salzsiure +- Alkohol bis 10 Volumen. Da bei dem Verfahren 2 Volumen 
Harn verwendet werden, ergibt sich der Faktor (f) aus dem gemessenen 
Extinktionskoeffizienten (E,) zu f = ¢/2 E,. 

Beispiel: Es wurden 12,55 mg Bilirubin in 199,50 cem n/200 NaOH 
gelést, also c = 12,81 m%*. Diese Lésung ergibt, mit der Coffeinmethode 
bestimmt, 12,99m%. Die alkoholische Bestimmung ergibt am Filter 57: 


12,81 


2. 1,870 
‘ : ; ae 12,99 ati 
3,426 und auf Grund der Coffeinmethode: = 3,473. Mittelwert 
2.1,870 
3,450. Sechs soleche Bestimmungen lieferten folgende Werte: 3,390, 
3,537, 3,497, 3,505, 3,450, 3,363. Mittelwert: 3,457, abgerundet: 3,46. 
Derartige Bestimmungen wurden auch mit einem Aalteren Bilirubin- 
praparat von Prof. Fischer (seit 1'/, Jahren im dunklen, zimmerwarmen 
Exsikkator aufbewahrt), sowie mit einem alteren Schuchardtschen Praparat 
(in Ampullen im Dunkeln ebenso aufbewahrt) ausgefiihrt. Diese beiden 
Praiparate ergaben aus 22 Bestimmungen einen miteinander ziemlich tiber- 
einstimmenden, vom obigen aber bedeutend abweichenden Wert: f = 3,935. 
Dies beruht auf einer teilweisen Umwandlung-dieser Praiparate. Die Pra- 
parate ergaben nimlich um etwa 5% zu niedrige Coffeinwerte, wahrend 
sie friiher volle Ergebnisse geliefert hatten. Die Blauextinktion im sauren 
Gebiet hat jedoch noch mehr gelitten, was zu dem abweichenden Faktor- 
wert fiihrt. 


E, 1,870. Hieraus ergibt sich auf Grund der Gewichtsmessung f = 


Um die Bestimmung in Réhren ohne Volumenmarke ausfiihren zu 
kénnen, muBten noch zwei Umstinde beriicksichtigt werden, und zwar die 
Volumenkontraktion, sowie der volumenvermehrende Einflu8 des auf- 
gelésten Niederschlags. Zur Bestimmung des ersteren wurden in einem 
MeBkolben von 100ccm die folgenden Gemische unter Benutzung von genau 
geeichten Geriten hergestellt : 


a) 60cem 96%iger Alkohol + 10 ccm Wasser + 10 cem Diazomischung 
+ 20eem konz. HCl, 

b) 70cem 96% iger Alkohol + 10 cem Wasser + 10 cem Diazomischung 
+ 20eem konz. HCl. 


* Wir empfehlen und gebrauchen die Bezeichnung_,,Milliprozent”™ 
= m% (= mp) an Stelle des Ausdrucks Milligrammprozent (mg%). 
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Das Gesamtvolumen wurde auch mittels gleichtemperierten Wassers 
aus denselben Pipetten gepriift. Das fehlende Volumen, das durch Zusatz 
von Wasser ermittelt wurde, betrug im Mittel aus je drei Bestimmungen bei a) 
2,.88ceem, bei b) 3,01 cem. Da bei der Bilirubinbestimmung die Alkohol- 
konzentration annahernd 70°, betragt, wurde nachstehend mit 3°, also 
0,3cem Volumenkontraktion gerechnet. 


Der VolumeneinfluB des Niederschlags wurde bestimmt, indem der 
Niederschlag von normalen Harnen mit den angegebenen Reagenzien zu- 
sammengebracht wurde. Das durch den gelésten Niederschlag verursachte 
Mehrvolumen betrug 0,61 bis 0,78, im Miitel 0,70 cem. Da der Niedersechlag 
zu einer Volumensteigerung von 0,70 cem fiihrt, waihrend die Kontraktion 
0,30 cem Verlust bedeutet, resultiert eine Volumenzunahme von 0,40 cem. 
Deswegen miissen anstatt 7 ccm 6,6 ecem Alkohol benutzt werden. Da aber 
die Niederschlagsmengen von der Reaktion, vom Phosphat- und Ca-Gehalt 
des Harnes abhangen und somit verschieden sein kénnen, ist das Arbeiten 
nach Volumenmarke genauer. —- Die vorgeschriebenen Reagensmengen usw. 
stellen empirisch gefundene Optima dar. 

Das Waschen des Niederschlags ist hauptsichlich zwecks Entfernung 
von phenolartigen diazopositiven Stoffen und von Uroroseinogen (Indol- 
essigsaure) nétig, welche alle in saurer nitrithaltiger Losung ebenfalls gelb- 
liche und rotbraune Produkte ergeben. 

Die Richtigkeit des Verfahrens beweisen die folgenden Priifungen: 
a) Untersucht man reine alkalische Bilirubinlésungen durch Fallung, so 
erhalt man dieselben Werte, wie bei unmittelbarer Bestimmung. Ein 
Unterschied kann nur bei zu langer Behandlung durch Umwandlung des 
ungeschiitzten Bilirubins entstehen. b) Die dem Harn _ hinzugefiigten 
Bilirubinmengen ergeben die berechneten Mehrwerte. Beispiel einer ver- 
gleichenden Additionsbestimmung: 





Entspricht m°/, 
Material Ey (auf 2 cem 
berechnet) 


2cem Harn Durch 0,042 0,15 
ia » +1ccm Bilirubinlésung .. 2,409 8,34 


Fallung - 
: (2,367) (8,19) 
bestimmt 2377 8.29 


Ohne | 2 409 8,36 
Fallung 9337 8,09 
| bestimmt ae bass 


9 


leem Bilirubinlésung 


"s unmittelbar 
mit 1 bis 3 gleichzeitig 


Die in Klammern gesetzten fetten Zahlen entsprechen der dem 
Harn zugefiigten Bilirubinmenge, ausgedriickt als Differenzen der Addi- 
tionsmischung und des Harns. Sie sind praktisch gleich denen der ge- 
fallten reinen Lésung. Die ohne Fallung bestimmten reinen Bilirubin- 
werte sind zu Beginn des Versuchs etwas héher, in Gegenwart des Zusatz- 
gemisches etwas niedriger, was anzeigt, daB die Veranderung ohne Aus- 
fallung noch etwas schneller vor sich gehen kann. 


Unvollstandige Additionswerte ergeben sich nur in stark alkalisch ver- 
gorenen Harnen, aber nur mit reinen Bilirubinlésungen. Wird einem solchen 
Harn ikterischer Harn zugesetzt, so laBt sich dessen Bilirubin vollstandig 
bestimmen. 
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finen Fehler verursacht die von Bakterien herriihrende Triibung. 
welche in die Endlésung iibergehend zu hohe Werte ergibt. Schon deswegen 
ist es ratsam, den frischen Harn zur Analyse zu verwenden. Zum Teil kann 
diese Triibung durch ein scharfes Zentrifugieren des Azofarhstoff-haltigen 
Reaktionsgemisches entfernt werden. 

Triiber Harn darf nur in der angegebenen Weise behandelt werden. 
Eine Klaérung durch vorangehendes Zentrifugieren oder Filtrieren wiirde 
wegen Bilirubinbindung zu Verlusten fiihren. Es ergab z. B. eine in alkali- 
schem, schwach triibem Harn ausgefiihrte unmittelbare Bestimmung 
39,5m°%, nach Zentrifugierung jedoch nur 20,0m%. Der Verlust 
betrug fast 50°. Die Neutralisation mit Saure ist schon darum nicht 
anzuraten, weil in Harnen mit Nitritgehalt dabei durch Oxydation Verluste 
auftreten kénnen. 

Damit die Falhung sicher vollstandig erfolgt, muB nach Zufiigung dei 
Fallungsreagenzien zum Harn 10 bis 15 Minuten gewartet werden. So war 
z. B. in einem Falle das Resultat nach sofortigem Zentrifugieren 2,82 m®,, 
bei Zentrifugieren nach 10 Minuten 3,43, nach 30 Minuten 3,46 und nach 
45 Minuten 3,40 m®,. Die Ergebnisse sind daher bei den Wartezeiten von 
10 bis 45 Minuten innerhalb der Fehlergrenzen gleich. 

Bei richtig ausgefiihrter Fallung ist in der Lésung kein Bilirubin mehr 
zu finden. Nimmt man Gemische von primérem und sekundérem Phosphat 
anstatt der vorgeschriebenen sekundiren Phosphatlésung, so ergeben sich 
manchmal Verluste. 


Ergebnisse der Bestimmungen in Harnen normaler 
und kranKer Personen. 


Hieriiber werden wir an anderer Stelle berichten. Erwahnt sei 
aber schon hier, daB sich der Harn des Menschen im normalen Zustande 
als bilirubinfrei erweist. Die gefundenen Werte von 0,01 bis 0,03 m°,, 
liegen in der GréBRenordnung der Fehlergrenze und riihren meistens von 
kleinen Triibungen des Harns her. Eine Ubereinstimmung zwischen 
Serum- und Harnwerten fehlte in folgenden Fallen: S. K. (Cholangitis), 
das Blutserum war direkt positiv, Konzentration = 63,5 m%%, der 
héchste im Schrifttum verzeichnete Wert (wohl darum, weil unsere 
Methode ohne Verluste arbeitet). Im Harn wurden jedoch nur 1,2 m°,, 
erhalten. In den anderen Fallen waren bei erhéhtem und direkt positivem 
Serumbilirubingehalt auch héhere Harnwerte vorhanden (im Falle 
A. M., Chalecystitis Serumwert: 1,30 m%, direkt positiv. Harn: 
2.39 m%,). Bei linger dauernder Gelbsucht findet man mit unserer 
Methode besonders bei niedrigem Harnbilirubingehalt anstatt blaue, 
violette und rétliche, sogar gelbliche Farbungen. Diese werden durch 
Umwandlungsprodukte des Bilirubins verursacht, die auch im Blute 
und Liquor cerebrospinalis nachweisbar sind. Inwieweit dabei neben 
Urobilinogen auch andere Produkte eine Rolle spielen, mu’ durch 
weitere Untersuchungen entschieden werden. Sie stéren die Bestimmung 
nur kaum merkbar. 
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Andere Wege zur Bestimmung des Harnbilirubins. 


Vor der Ausarbeitung der beschriebenen Methode haben (I.) wir auch 
andere Wege versucht, von denen einige zu annahernd richtigen Ergebnissen 
fiihrten. 


II. Es erwies sich als méglich, die Bestimmung durch Verwendung 
unserer coffeinhaltigen Katalysatormischung in der Art auszufiihren, daB 
man den mit Diazomischung versetzten Harn mit einem von Bilirubin be- 
freiten und mit Diazoreagens ebenso versetzten Teil des Harns im Photo- 
meter vergleicht. Zur Entfernung des Bilirubins kann man die beschriebene 
Calciumphosphatfallung verwenden oder auch die Fallung durch das gleiche 
Volumen einer Bariumchloridlésung. Eine derartige Bestimmung ist mog- 
lich, weil die Stoffe des Harns, welche auBer dem Bilirubin auch eine 
Diazoreaktion geben, nicht ausgefallt werden. Ein kleiner Teil der Harn- 
farbstoffe wird aber besonders durch Barium entfernt. Die Vermeidung 
dieses Fehlers wird dadurch méglich, da8 man den Extinktionsunter- 
schied des bilirubinhaltigen und bilirubinfreien Harns auch vor dem 
Zufiigen der Diazolésung ermittelt, und den erhaltenen Wert von dem 
Ergebnis der zweiten Messung abzieht. Es werden daher zwei Messungen 
vorgenommen. Die Ausfiihrung beginnt mit der Bilirubinfallung. 


5eem Harn + 5cem 10° iges Bartumchlorid, nach 3 bis 5 Minuten 
Filtrieren durch ein geniigend hartes Papier (Schleicher & Schiill Nr. 602 oder 
589 III); oder 4eem Harn + 3cem Natriumphosphatlésung, 11 ° ig, 

leem Calciumchlorid, kristallisiert, 20% ig, zentrifugieren (s. oben). 
Es werden der Coffeinmethode entsprechend zwei Mischungen direkt 
in den 3 em-StuphogeféBen hergestellt [Zusammensetzung der Coffein- 
lésung s. (2)]: 


a) 2cem Harn + 2cem Wasser — 4 ccm Coffeinmischung, 
b) 4cem Harnfiltrat + 4 cem Coffeinmischung. 


[Nach Calciumfallungen sieht man im Gemisch b) manchmal Triibung 
auftreten. Diese verschwindet auf Zusatz von einem Tropfen konz. 
Essigsaure. | 


Die beiden Gemische werden gegeneinander in GefaBen von 3 em 
Schichtdicke im Pulfrich-Photometer durch Filter 53 untersucht und die 
Extinktion gemessen (== E!,); sodann fiigt man zu beiden Lésungen im Stu- 
phogefaB je 2 cem Diazomischung und wiederholt die Messung nach einigen 
Minuten (= HY). Da die erste Ablesung in einer 10/8mal hédheren 
Konzentration als die zweite erfolgte, muB FE! in diesem Grade verringert 
werden. Daher ist die Bilirubinkonzentration in Milliprozenten: 


2,11 (EY — 0,8 E',), 


wobei 2,11 (den Angaben der Blutserummethode 2 entsprechend) 1/3 7, ist. 

Die Fehlerquellen dieser Methode sind die folgenden: Im Barium- 
filtrat kénnen durch Aufnahme von Kohlenséure Triibungen auftreten, 
welche auf Zufiigen des sauren Diazoreagens verschwinden und dadurch 
einen gewissen Fehler verursachen. Ebenso wirken Phosphat- und Carbonat- 
triibungen alkalischer Harnproben, welche im Filtrat bzw. Zentrifugat 
nicht mehr vorhanden sind. Drittens kommen hier die gelblichen, aus 
Umwandlungsprodukten des Bilirubins stammenden Azofarbstoffe schon 
starker zur Geltung, da sie im Griinlicht schon eine bemerkbare Licht- 
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absorption zeigen. (Ihre Anwesenheit zeigt sich noch besser bei der Unte: 
suchung durch Filter S 43.) Der erhaltene Wert ist daher besonders i: 
Fallen von dauernder Gelbsucht zu hoch. Die Identifizierung dieser Sub 
stanzen und die Bestimmung ihrer spezifischen Extinktionskoeffiziente: 
werden die Genauigkeit dieser Methode erhéhen. 

Tlf. Da das Azobilirubin in saurer Lésung blau ist und sich in de: 
Farbe von obigen Produkten besser unterscheidet, wurde die Differenz 
methode auch in saurem alkoholischem Milieu erprobt. Es gelang zwar, 
manche Schwierigkeiten zu tiberwinden, trotzdem war dieser Weg, de 
oben bereits erwéihnten rétlichen Stoffe wegen, nicht gangbar. Die Kon 
zentration dieser Produkte ist ziemlich hoch und iiberdies im Harn und 
Filtrat verschieden, was eine zu grofe Fehlerquelle bedeutet. 

IV. Die meisten Versuche waren auf eine Durchfiihrung der I. Methode 
im alkalischen Medium gerichtet, in welehem das Azobilirubin ebenfalls 
blau gefarbt ist. Obwohl mehrere Varianten gepriift wurden, fiihrte aucl 
diese Arbeitsweise zu keinem brauchbaren Ergebnis, hauptséachlich deswegen, 
weil bei der stark alkalischen Reaktion, die zum Umschlag der Farbe ins 
Blaue nétig ist, das Ammonium-Magnesiumphosphat ausfallt und Triibung 
verursacht. Die braunen Azofarbstoffe des Harns, welche durch Laug« 
ins rétliche verwandelt werden, stéren weniger. 

V. Eine brauchbare Abart der Methode besteht darin, daB man das 
mit Ca-Phosphat gefallte und wie bei der Hauptmethode gewaschene Billi 
rubin in verdiinnter Lauge und Coffeinmischung [s. (2)] aufnimmt, mit Diazo 
mischung in das rote Azobilirubin verwandelt und mittels Filter S 
untersucht. Ausfiihrung: Niederschlag + 1 cem n/10 NaOH, umriihren. 

4 cem Coffeinmischung + 4 cem Wasser + | cem Diazo, nach 10 Minuten 
zentrifugieren. Konzentration in Milliprozenten: ¢ = 6,15 £,. (Die Kon 
stante ist gleich 1/a, der Blutmethode 2.) Nachteile dieses Verfahrens sind 
1. daB die gelben Azofarbstoffe von Bilirubinderivaten auch mit erfabt 
werden, 2. das die Lésung des Bilirubins etwas weniger zuverlassig erfolgt 
als im sauren alkoholischen Medium, endlich 3. da noch einmal zentrifugiert 
werden muB. 


Fiihrt man in einem Harn die Bestimmung nach der Methode I, I] 
(Fallung mit Ca und Ba) und V aus, so erhilt man in Fallen, wo die e1 
wahnten Umwandlungsprodukte nur sparlich vorhanden sind, annahernd 
gleiche Werte. Beim Vorhandensein dieser Produkte aber ist das Ergebnis 
der Hauptmethode I am niedrigsten, waihrend bei II und V héhere Werte 
erhalten werden, die sogar das Mehrfache des durch Methode I ermittelten 
Bilirubinwertes erreichen kénnen. In gewissen Fallen spielen auch die 
anderen Fehlerquellen der Methode II und V mit. 


Zusammenfassung. 


Der Bilirubingehalt des Harns ist mittels des Pulfrich-Photometers 
leicht und exakt zu bestimmen: Das mit Natriumphosphat und Calcium- 
chlorid gefallte und in der Zentrifuge gewaschene Bilirubin wird mittels 


saurem alkoholischem Diazoreagens gelést und die Farbstarke mit 


Filter 57 gemessen. 
Die Methode ergibt gute Additionswerte. Im Normalharn ergibt sie 
nur Spuren. Bei Gelbsucht steht die Bilirubinkonzentration im Harn 
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in keinem einfachen Verhaltnis zu dem Bilirubingehalt im Serum. Sie 
kann sowohl héher, wie auch bedeutend geringer sein. 

Andere, ebenfalls neue Modifikationen dieser Methode liefern nur 
innahernd richtige Werte. 
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Uber die Wirkung der heteroplastischen Transplantation 
auf den Stoffwechsel des experimentellen Krebses. 
Von 
C. Sellei. 

(Aus der TIT. med. Universitétsklinik der kgl.-ung. Pazmany-Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 5, Januar 1938.) 


Der aus dem Wiener pathologischen Institut stammende Khrlichsche 
Mausekrebs wurde von J. Putnoky mit Erfolg auf Ratten tibertragen 
und von Ratte zu Ratte fortgepflanzt. (Hhrlich-Putnokyscher hetero- 
transplantierter Tumor = EP.-Tumor.) Aus den Versuchen von 
E. Balogh, I. Siimegi, M. Hary und Romhdnyi geht hervor, daB dieser 
Mausekrebs bei Ratten eine schwerere Krankheit verursacht als bei 
Mausen. Demzufolge ist auch die Malignitat der Geschwiilste nach 
Transplantation erheblich gesteigert. Davon ausgehend beobachteten 
wir in der 8. bis 10. Rattenpassage die Gasstoffwechselquotienten der 
Tumoren nach der Transplantation, bei denen nach den Mitteilungen 
Balogh-Putnokys die urspriingliche Maiusekrebsstruktur noch erkennbar 
ist. AnschlieBend untersuchten wir’ Geschwiilste, die von heterotrans- 
plantierten Ratten von neuem auf Mause iibertragen waren. 


Da bei friiheren Versuchen — wie bereits festgestellt der Stoff- 
wechsel des Krebsgewebes je nach der Malignitat zu- oder abnimmt, 
erwarteten wir im Warburgschen Apparat ebenfalls eine Verainderung 
des Gewebestoffwechsels in vitro nach der Heterotransplantation. 


In der ersten Versuchsreihe stellten wir den Gewebsstoffwechsel 
der Geschwulstschnitte von fiinf Mausen fest ; und zwar am 10. bis 11. Tage 
nach der Uberimpfung, wo noch keine Nekrosen in den Tumoren nach- 
weisbar waren. Die Durchschnittswerte der Versuche sind in der ersten 
Zeile der Tabelle zusammengestellt. Die Ergebnisse stimmen mit den 
an anderen Ehrlichschen Mausekrebsstammen bereits schon festgestellten 
iiberein. 

In der zweiten Versuchsserie bestimmten wir von 17 weiBben Ratten 
die Stoffwechselwerte der Gewebsschnitte des Lhrlich-Putnokyschen 
heteroplastisch-transplantierten Rattenkrebses. Die Resultate unserer 
Versuche sind in der zweiten Zeile der Tabelle I zusammengefaBt. 

Nach den Ergebnissen steigerte sich der Stoffwechsel, besonders aber 
die glykolytischen Werte des Ehrlichschen Mausekrebses an_ weiben 
Ratten. Hiermit ist es klar, daB die schon in Tierversuchen festgestellte 
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Heteroplastische Transplantation auf den Stoffwechsel usw. 8] 


Hypermalignitit der Geschwiilste bei den Stoffwechselwerten der 
Gewebsschnitte auch in vitro nachweisbar ist. 


Die Rattengeschwiilste retransplantierten wir nach der 8. bis 10. Pas- 
sage wieder in Mause. In der dritten Versuchsserie stellten wir die 
Veranderungen im Gewebsstoffwechsel des Krebses an fiinf Méause- 
geschwiilsten dar. Diese Versuche, die als experimentum crucis an- 
zusehen sind, werden in der dritten Zeile der Tabelle dargestellt. 


Tabelle. 


Die Stoffwechsel- und Wiarmequotienten des Ehrlichschen Mause- 
krebses in der Maus, nach der Transplantation in die Ratte und nach der 
Retransplantation aus der Ratte zuriick in die Maus. 





wea. | wae 


0, N> 2 co 
Vo, Yoo, VCO, ae W wos . 
CO 
Ehrlichscher Mausekrebs. . 431+ 55) + 18,8) + 10,0 44 42 
Heteroplastischer _ trans- 
plantierter Rattenkrebs ons, Eat + 90.5 | + 36,9 | + 26,1 29 74 
Retransplantierter Mause- 
MONEE rick necencesaes -91 + 4,4) + 14,0 4,2 32 32 
* U = GarungsiiberschuB: U = Q0d, -2, Vo, 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, stimmt der Stoffwechsel der retrans- 
plantierten Geschwiilste mit dem des urspriinglichen Stammes nicht 
vollkommen iiberein. Wahrend sich der Atmungsquotient steigerte, 
blieb der glykolytische Quotient beinahe unveraindert und dem- 
entsprechend auch der ,,U“‘-Wert niedriger als bei dem urspriinglichen 
Ehrlichschen Krebsstamm. Vergleichen wir die Werte der dritten Zeile 
mit denen der zweiten Zeile in der Tabelle, so ergibt sich, daB die fiir 
die Malignitaét des Krebses charakteristische aerobe und anaerobe 
Glykolyse durch die Retransplantation wesentlich herabgesetzt wurde. 
Folgerecht verinderte die heteroplastische Transplantation den Stoff- 
wechsel des urspriinglichen Mausekrebsstammes in der Weise, daB der 
Stamm nach der Retransplantation einen von dem in der Ratte ab- 
weichenden Stoffwechseltypus zeigte. Die durch Jdny und Sellei ein- 
gefiihrten Warmequotienten beweisen deutlich, da8 der retransplantierte 
Krebs trotz des negativen ,,U‘‘-Wertes zur Gruppe der malignen Gewebe 
gehort. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB die Verinderung des Gewebs- 
stoffwechsels des Mausekrebses wahrscheinlich eine Stoffwechsel- 
variation, nicht aber eine Mutation ist. Die Zunahme des Gewebs- 
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stoffwechsels deutet darauf hin, daB im Organismus der Ratte eine 
stirkere katalytische Wirkung der Gewebssifte auf die Atmung und 
auf die Glykolyse des Krebsgewebes bei der Maus vorhanden sein mu. 
DaB der Mausekrebs sich im Organismus der Ratte schneller entwickelt, 
spricht fiir die Tatsache, da das neue Milieu durch seine giinstigeren 
Bedingungen auf den Krebsstoffwechsel entscheidenden EinfluB hat. 
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Die Rolle der Haut im Kohlenhydratstoffwechsel. 
Von 
Camillo Sellei und Martha Spiera. 
(Aus der IIT. med. Klinik der kénigl.-ung. Paézmaény Péter Universitat 
in Budapest). 


(Eingegangen am 5. Januar 1938.) 


Im Organismus besteht ein standiger Stoffaustausch zwischen 
dem Blut und den Geweben. Das Verhaltnis dieses Austausches ist 
jedoch nicht fiir alle Gewebe das gleiche, da einzelne Gewebsgruppen 
fiir gewisse Stoffe eine besondere Affinitat besitzen. Schon lange sind 
Gewebsgruppen (Organe) bekannt, welche die Rolle eines Kohlen- 
hydratdepots spielen und die Bedeutung dieser Organe im intermediiren 
Stoffwechsel wurde genau charakterisiert. 


Die chemische Zusammensetzung des Blutes wird von den Nieren und 
den Geweben, nach den grundlegenden Untersuchungen Nonnenbruchs 
sogar von den Geweben allein, sichergestellt, der intermediire Kohlenhydrat- 
stoffwechsel vonden roten Blutkérperchen und den Geweben als kohlenhydrat- 
speichernde Organe (Csdky, Irene Barath, G. Hetényi) aufrechterhalten. 
Nach Rothman, der sich auf die Angaben O. Folins beruft, spielt die Haut 
nur voriibergehend die Rolle eines Zuckerdepots (passive Diffusion), da 
die Haut auch nach Zuckerverabreichung extrauterin kein Glykogen bildet ; 
vielmehr sinkt nach einer Zuckerbelastung die Hautreduktion parallel mit 
dem Zuckergehalt des Blutes bis zum Ausgangswert ab. Nach den neueren 
Untersuchungen von Kaplansky und Kaplanskaya-Rayskaja spielt die 
Haut im Kohlenhydratstoffwechsel eine aktive Rolle. Nach Urbach, Trimbel- 
Carey ist die Haut unter allen Umstanden bestrebt, ihren Zuckergehalt 
beizubehalten; es gelang namlich auch mit tédlichen Insulindosen nicht, 
die Menge der Hautreduktionsstoffe unter ein gewisses Niveau zu bringen. 
Dies wird auch von unseren eigenen Untersuchungen bestatigt. Wir erklaren 
uns auf diese Weise die interessante Tatsache, daB unsere kleinen Versuchs- 
tiere auch grobe Insulinmengen gut vertrugen; obwohl die Blutreduktion 
stark abnahm, blieb die Hautreduktion beinahe unverandert (s. Tabelle LI1), 
d.h. die Haut war als Depotorgan bestrebt, das Sinken der Blutreduktion 
auszugleichen. 


Auf die wichtige Rolle der Haut im allgemeinen fermentativen inter- 
medidren Stoffwechsel wiesen Wohlgemut und seine Mitarbeiter hin, die die 
Fermente der Haut eingehend untersucht haben. Klopstock wies auf die Tat- 
sache hin, da®B der Fermentgehalt der Haut gewisser Kérperteile verschieden 
ist, und daB der Fermentgehalt der Haut vom Lebensalter abhaéngt. Er 
konnte in vitro auch einen wesentlichen Einflu8 imnersekretorischer Stoffe 
auf die Haut bei Atmungs- und anaeroben glykolytischen Versuchen wahr- 
nehmen. Sugihara fand wesentliche Unterschiede in der Aktivitat der Haut- 
diastase bei verschiedenen Tierarten (Meerschweinchen, Katze, Fisch), was 
seiner Meinung nach ebenfalls auf die aktive Rolle der Hautfermente im 
intermediadren Stoffwechsel binweist, da sich der Fermentgehalt der Haut 
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wahrscheinlich dem Fermentbedarf anpalt. Nach den Beobachtungen 
Nakamuras ist die Haut imstande, Poly-, Di- und Monosaccharide zu ox 
dieren und aus denselben Acetaldehyd (Newberg) zu bilden. B. Ottenst: 
konnte durch Bestimmung der Hautdiastase wichtige dermatologisclic 
Probleme klairen, ja sogar durch Diastaseeinreibungen voriibergehend de: 
Blutzuckergehalt bei Diabetikern he1absetzen. 

Altere Autoren, Cl. Bernhard, Palmer, Bang, Folin-Trimble-Newnu 
fanden in der Haut sowie in andeien Organen nur wenig reduzierende Stcit 
Nach Urbach und Fanil ist dafiir ein Fehler in der Methode verantwort}icl 
zu machen, da die leimartigen Substanzen der Haut die Reduktion ve: 
hindern. Die genannten Autoren hestitigten auch’ die alteren Befunde von 
Ege, Rasmussen, Schaaf- Burckhardt, nach welchen bei der Bestimmung «: 
Hautreduktion auBer Zucker noch Harnsaéure, Glutathion, Ergothionein, 
Kreatinin, Polyosen und gewisse Farbstoffe mit eifakt werden. Die Re 
duktionsfahigkeit dieser Stoffe macht nach den Ergebnissen dieser Autoren 
ungefahr 10° der Gesamtreduktion aus. Deshaib kann bei der Unier 
suchung der Organe nicht von einem Zuckergehalt, sondern nur von einem 
Gehalt an reduzierenden Substanzen gesprochen werden. 


Wir bestimmten die Blut- und Hautreduktion nach dem Verfahren 
von A. Fujita und D. Jwatake (EnteiweiBung mit Cadmiumhydroxyd), 
da diese Methode zur Vermeidung der Mitbestimmung der Restreduktion 
am geeignetsten scheint. Die Ergebnisse (Tabelle I) bekraftigen die 
Beobachtungen neuerer Untersuchungen (Somogyi, Kramer-Steiner), 
nach welchen die mit den allgemein angewandten Methoden bestimmten 
Zuckerwerte wegen der Anwesenheit der oben erwahnten tibrigen redu- 
zierenden Substanzen um 20 bis 30°, héher sind als die wirklichen 
Zuckerwerte. Wir sehen aus Tabelle I, daB die Restreduktionswerte 
des Blutes und der Haut keine besonderen Unterschiede zeigen. Die 
Garungsmethode, die wir zur Erganzung dieser Untersuchung anzu- 
wenden versuchten, hat sich zur Bestimmung der reinen Zuckerwerte 
von Organen als nicht anwendbar erwiesen. | 


Tabelle I. Bestimmung der reduzierenden Substanzen des 
Blutes und der Haut nach dem Verfahren von Hagedorn-Jensen 
und dem Verfahren von Fujita. 





Nach Hagedorn- 
Jensen 


0 0 "4 0 


Nach Fujita 


Blut 0,110 0,080 
Haut I 0,150 0,130 
” 0,122 0,130 


Unsere Methode wich darin von dem Verfahren von Urbach und Fanil 
ab, daB von der nach Verblutenlassen des Tieres gewonnenen zerkleinerten 
haar-, blut- und fettfreien Haut (Cutis) sofort auf der Torsionswaage 100 bi 
120 mg schwere Stiickchen abgewogen, in die EnteiweiBungsfliissigkeit 
nach Hagedorn-Jensen gelegt und nach dem Verfahren von Hagedorn-J ensev 
aufgearbeitet wurden. An Stelle der Na,CO, enthaltenden K,Fe(CN), 
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Lésung wurde eine carbonatfreie Lésung von K,Fe(CN), angewendet und 
die Proben nach Zugabe dieser Lésung mit 1,0cem n/l NaOH versetzt. 
(Dadurch wird die Haltbarkeit der Ferricyanidlésung gesteigert.) Vor der 
Titration wurde mit 10° iger Essigsiiure angesiuert. 

Zu den Versuchen wurden auf gemischter Kost gehaltene weibe 
fatten verwendet, die der gemischten Nahrung wegen vielleicht noch 
am ehesten zum Vergleich mit dem Chemismus der menschlichen 
Haut und des menschlichen Blutes herangezogen werden kénnen. Es 
wurden auch tatsachlich bei der Ratte Blutzuckerwerte gefunden, die 
ebenso wie die Blutzuckerwerte des Menschen zwischen 0,09 und 0,128 °% 
lagen, im Mittelwert 0,108 °%% ergaben. 


Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen bildeten die Mit- 


teilungen von Narahara und Miyake, die an Kaninchen bereits ver- 
gleichende Untersuchungen zwischen Haut- und Blutreduktion vor- 
nahmen und deren Ergebnisse mit den Resultaten unserer einleitenden 
Untersuchungen iibereinstimmten. Narahara fand, daB das Reduktions- 
vermégen der Haut und des Blutes durch Adrenalin, Diuretin, Pilo- 
carpin, Ca- und Mg-Salze, Novasurol, Salvarsan und Natriumnitrit 
erhéht wurde, Insulin war der einzige Stoff, der die Hautreduktions- 
werte verringerte. 
Tabelle If. 





Blutreduktion Hautreduktion 


Vg 0/5 


a) Niichternwert 0,108 0,139 
(Grenzwerte) (0,094 -- 1,125) (0,104 —0,164) 
b) Bei gemischter Nahrung ... 0,174 0,180 
Dextrosebelastung mit 2g Dex- 
trose nach 
SESS ne 0.530 0,440 
60 0,305 0,335 
120 0,280 0,300 
180 0,122 0,250 
240 0,103 0,172 


Nach unseren Beobachtungen zeigte die Hautreduktion hdéhere 
Werte als die Blutreduktion. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen 
Urbachs, der bei seinen Hautreduktionsuntersuchungen nur 45 bis 50%, 
der Blutreduktionswerte erhielt, aber in Ubereinstimmung mit den 
Beobachtungen von 7'sukada. Nach Nahrungsaufnahme findet man 
Blut- und Hautreduktionswerte iibereinstimmend. Nach subcutaner 
Injektion von 40 °,iger Glucoselésung erhielten wir bei der Reduktions- 
wertbestimmung der Haut (selbstverstaindlich von der anderen Seite) 
die gleichen Ergebnisse wie Urbach, d.h. die erhéhte Hautreduktion 
kehrte 2 Stunden spater zu ihrem Ausgangswert zuriick als der Blut- 
reduktionswert. 
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In weiteren Versuchen wurde die Wirkung von Tonogen und 
Insulin auf die Blut- und Hautreduktionswerte untersucht. Die Reduk 
tionsfahigkeit dieser Stoffe macht nach den Ergebnissen dieser Autoren 
ungefaihr 10%, der Gesamtreduktion aus. Deshalb kann bei der Unter 
suchung der Organe nicht von einem Zuckergehalt, sondern nur von 
einem Gehalt an reduzierenden Substanzen gesprochen werden. 


Tabelle III. 





Blutreduktion Hautreduktion 
lo 9 
NN soos koalas bokeh cn 0,108 0,139 
| 1 Std., 1 cem 0,155 0,119 
Tonogen (Richter) ... \ 10Min., 1 ,, 0,144 0,120 
| 1Std., 01, | 0,147 0,127 
2 Einheiten || 0,060 0,138 
Insulin (Richter): 1 Std. | 4 ss i 0,045 0,120 
vor dem Versuch 20 ve 0,085 0,152 
verabreicht | 30 i 0,055 0,158 
40 Page, 0,056 0,171 


Nach unseren Befunden (Tabellen III bis V) ist das Tonogen 
(Adrenalin) das einzige Hormonpraparat, bei dessen Anwendung eine 
bedeutende Erhéhung der Blutreduktion beobachtet wurde, unabhangig 
von der Menge des angewandten 'Ponogens. Dagegen war der Haut- 
reduktionswert bereits nach 10 Minuten verringert, was auch Narahara 
beobachtet hatte. Dies weist darauf hin, daB bei der Erhéhung des 
Blutzuckers zur Erhaltung des Gleichgewichts Zucker aus der Haut 
mobilisiert wird. In einer anderen Versuchsreihe (je drei Tiere), bei 
welcher das Verhalten der Blut- und Hautreduktion 1 Stunde nach der 
Injektion geringer Tonogenmengen untersucht-wurde, konnten ahnliche 
Ergebnisse beobachtet werden. Die angewandte Tonogenmenge war 
demnach auf die Auslésung der Wirkung ohne EinfluB (Depotmobili- 
sation). 

Nach Insulingaben war der Blutreduktionswert herabgesetzt, 
auffallenderweise zeigte jedoch das AusmaB der Wirkung keinen Zu- 
sammenhang mit der Menge des angewandten Insulins. Durch 4 Ein- 
heiten wurde der Blutreduktionswert am starksten vermindert (0,045 %). 
durch ebensoviel Einheiten auch der Hautreduktionswert auf das 
Minimum herabgedriickt, in den iibrigen Fallen bei héheren Insulin- 
gaben der Hautreduktionswert erhéht. Aus diesen Beobachtungen 
und den bei Anwendung von Tonogen gemachten muB geschlossen 
werden, da die Haut nach Verabreichung von Insulin bestrebt ist. 
bis zu einem gewissen Zeitpunkt die Rolle eines Speicherungsorgans zu 
spielen. Im Gegensatz zu Narahara, der bei seinen Kaninchenversuchen 
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ein Sinken des Hautreduktionswertes beschreibt, miissen wir also aus 
unseren Ergebnissen, die wir mit Ratten bei gemischter Kost erhielten, 
schlieBen, daB die Haut wahrend der Beobachtungsdauer bestrebt war, 
das Kohlenhydratgleichgewicht aufrechtzuerhalten. 


Unsere weiteren Versuche (Tabelle IV) sollten die Frage klaren 
wie lange die Haut nach Verabreichung gewisser hormonaler Substanzen 
diese Rolle eines Depots auszufiillen vermag. Auch sollte dabei die 
Wirkung anderer Organextrakte auf ahnliche Weise beziiglich des 
Zusammenhangs der BeeinfluBbarkeit des Blut- und Hautreduktions- 
wertes untersucht werden. Zur Untersuchung der einzelnen Substanzen 
wurden drei bis acht Tiere verwendet. Bei jedem Tier wurden auch 
hier zwei Blutreduktionswertbestimmungen und drei bis vier parallele 
Hautreduktionswertbestimmungen vorgenommen. 


Tabelle IV. 





oe Blutreduktion Hautreduktion 


tiere °lo %Ho 


Normalwert 0,139 


Hautextrakt (J. Selle) : 1 Std. vor dem 
Versuch 1 ccm verabreicht 0,101 0,168 


Hypophysis: 1 Std. vor dem Versuch 
lcem verabreicht 0,093 0,135 


Glanduitrin (Richter): 1 Std. vor dem | 
Versuch 0,5 cem verabreicht 0,088 0,188 


Parotis (Richter): 1 Std. vor dem Ver- 
such 1 cem verabreicht 0,110 0,149 
2 ss ” 0,107 0,163 

Thyroxin (Roche): 10 Tage hindurch 
taglich 0,5 ccm verabreicht 0,105 0,210 


Glanduovin (Richter): 6 Tage hindurch 
taglich 1 ccm verabreicht ........ 0,076 0,112 


Testis (Richter): 11 Tage hindurch 
taglich 0,5 cem verabreicht 0,100 0,161 


Parathyreoidea (Richter): 6 Tage hin- 
durch taglich 0,5 ccm verabreicht 0,082 0,121 


Perhepar (Richter): 10 Tage hindurch 
taglich 0,5 cem verabreicht 0,079 0,158 


Wie aus der Tabelle IV zu sehen ist, wurde der Hautreduktionswert 
durch Glanduovin und Parathyreoidea wesentlich verringert, durch 
Glanduitrin und Thyroxin dagegen erhéht. Der Blutreduktionswert 
zeigte keine wesentliche Veradnderung, die geringen Veranderungen 
erlauben keine Schliisse, denn waihrend bei Anwendung von Glanduitrin 
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der Hautreduktionswert erhéht und der Blutreduktionswert verringert 
wurde, folgte auf die nach Parathyreoideaverabreichung beokachtete 
Verminderung des Blutreduktionswertes keine Erhéhung des Haut- 
reduktionswertes. Wir miissen jedoch bemerken, dab die Parathyreoidea- 
verabreichung mehrere Tage hindurch erfolgte, wahrend die Wirkung 
des Glanduitrins 1 Stunde nach der Injektion untersucht wurde. Be- 
ziiglich der Wirkung des Glanduovins und der Parathyreoidea kann 
gesagt werden, daB wahrscheinlich beide Verminderungen des Reduk- 
tionswertes dadurch zustandekamen, daB nach Anwendung dieser 
Mittel die mobilisierbaren Kohlenhydrate in andere Organe gelangten. 
Es kann angenommen werden, daB die Leber (Pick-Mauthner) mit 
Kohlenhydraten und wie Géza Hetényi zeigte auch mit Insulin 
gesattigt ist und daher die Reduktionsfahigkeit der Leber nicht beein- 
fluBt wird, wahrend der Reduktionswert in allen iibrigen Organen 
verringert ist. Auf Einwirkung von Glanduovin und Parathyreoidea 
wandern die Kohlenhydrate wahrscheinlich in die Leber. Diese An- 
nahme miiBte durch weitere organanalytische Versuche geklart werden. 


Tabelle V. 





5 arm oad Blutreduktion | Hautreduktion 


tiere 0 Oj, 
ah 


PIE oi 6d ek Bosal veka 0,108 0,139 


Wasserblau: 6 Tage hindurch taglich 

leem verabreicht 0,073 0,210 
Goldsalz (Aurobin): 2 Tage hindurch 

taiglich 2,5 cem 0,110 0,171 


SehlieBlich wurde der Parallelismus des Blut- und Hautreduktions- 
wertes nach Verabreichung von Mitteln, die auf das Retikuloendothel- 
system (RES) einwirken, untersucht. Wurde 6 Tage hindurech Wasserblau 
verabreicht, so konnte neben der Verringerung des Blutreduktionswertes 
in jedem Falle eine ErhGhung des Hautreduktionswertes beobachtet werden. 
Eine ahnliche Wirkung zeigte auch das Aurobin (Richter) (Goldsalz), 
nur muBte, da am 3. Injektionstag bei den Tieren Durchfall auftrat, der 
Versuch friihzeitig beendet werden. Die Wirkung der das RES blockierenden 
Mittel kann nicht einfach mit der Erhéhung der chemischen Reduktion 
erklart werden, denn sonst mii®Bte selbstverstandlich auch die Reduktions- 
fahigkeit des Blutes gesteigert werden. Der Blutreduktionswert zeigt jedoch 
nach Verabreichung von Wasserblau nicht nur keine Erhéhung, sondern eine 
deutliche Verminderung. Bei Verabreichung des Goldsalzes hingegen wird 
des Durchfalls wegen eine allgemeine Bluteindickung beobachtet, so daB 
wahrscheinlich die Konzentration aller im Organismus vorhandenen Sub- 
stanzen ansteigt. Povoa hat in seinen im vergangenen Jahr gemachtenVer- 
suchen ebenfalls festgestellt, daB das RES im Kohlenhydrat-Stoffwechsel 
eine bedeutende Rolle spielt. 





Die Rolle der Haut im Kohlenhydratstoffwechsel. 


Zusammenfassung. 


Unsere Versuche an weiBen Ratten zeigen, dal die Haut im Kohlen- 


hydratstoffwechsel eine wichtige Rolle spielt. Sie wirkt als Speicherungs- 


organ und ist bestrebt, den aktuellen Kohlenhydratbedarf auszugleichen. 
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Untersuchungen iiber den Blutzucker bei Karpfen (Cyprinidae), 
Von 
Hans Vorhauer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 9, Januar 1938.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Wiahrend die Abhangigkeit des Kohlenhydratstoffwechsels von 
Hormonen bei Saugern und Végeln durch zahlreiche Untersuchungen 
weitgehend geklart ist, liegen fiir die Kaltbliiter nur wenige experimentelle 
Arbeiten vor [Fleischmann (1)]. Im folgenden soli versucht werden, 
den Blutzuckerspiegel der Fische in seiner hormonalen Abhangigkeit 
naher zu studieren. Die eigenen Versuche sollten nun an heimischen 
SiiBwasserfischen, und zwar an Vertretern einer der wichtigsten Familien, 
der Karpfen (Cyprinidae), das Verhalten des Blutzuckers nach Zufuhr 
von Hormonen sowie nach Reizung des Riickenmarkes feststellen 
wobei durch wiederholte Blutentnahmen die Aufstellung von Blut 
zuckerkurven angestrebt wurde. 


Das vorliegende Schrifttum bezieht sich fast ausschlieBlich auf 
Meeresfische, wobei man bestrebt war, den durchschnittlichen Blut- 
zuckergehalt bei einzelnen Arten festzustellen und die Wirkung der 
Hormonzufuhr nach der GréBe der Abweichung von diesem Durch. 
schnittswert zu beurteilen. Bei der schwankenden Héhe des Blutzucker- 


spiegels bei Kaltbliitern erscheint es aber notwendig, den Anfangswert 
des Blutzuckers eines jeden Versuchstieres zu’ bestimmen, um objektive 
Vérgleichsméglichkeiten zu erhalten. Die wiederholte Blutentnahme 
bei Fischen ist aber technisch nicht leicht und wir gelangten erst nach 
zahlreichen Vorversuchen zu einer brauchbaren Methode. 


Olmsted (2) beobachtete bei Armiurus nebulosus 2 Tage nach Insulin 
injektion (4 Einheiten) Dunkelwerden der Haut, Eintritt von Muskel 
schwiache, Aufhéren der Reaktionen auf Reize, Unvermégen, sich im Gleich 
gewicht zu halten, Rollbewegungen, dann Konvulsionen, abwechselnd mit 
voélliger Muskelschwache und Reaktionslosigkeit auf Reize. Die Latenzzeit 
zwischen Injektion und Auftreten der Krampfe war stark von der AuBen 
temperatur abhingig und konnte durch Erwarmung auf 25 bis 30°C von 
55 auf 18 bis 4 Stunden abgekiirzt werden. Goldfische waren gegen Insulin 
fast unempfindlich. Me Cornick und Macleod (3) fanden, da®B~ Insulin- 
injektion auf den Blutzucker des Seeskorpions (Myoxocephalus) keinen 
deutlichen Einflu8 hat, waihrend Adrenalininjektion Hyperglykamie be 
wirkt. Gray (4) untersuchte die Wirkungen gr6éBerer Insulingaben bei de: 
Forelle (Salmo fario), sowie bei den Meeresfischen Stenotomus erysops, 
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revoortia tyrannus und Spheroides maculatus. Bei der Forelle erzeugte 
Injektion von 20 Einheitep. Insulin bei einer Wassertemperatur von 4°C 
nach 24 bis 60 Stunden Kraimpfe und GleichgewichtsstGrungen, die zum 
Tode fiihrten, wenn nicht rechtzeitig Traubenzucker injiziert wurde. Bei 
den anderen Fischen wurden ahnliche Ergebnisse erzielt. Nur bei Spheroides 
maculatus, der an sich schon den niedrigen Blutzuckerwert von 30 bis 
45 mg-% aufwies, konnten auch durch wiederholte Injektionen von 15 Ein- 
heiten Insulin bei einer Wassertemperatur von 19,5° C keine Krampfe erzielt 
werden. Ferner untersuchten Gray und Hall (5) Blutzucker und Insulin- 
wirkung bei verschiedenen Meeresfischen und fanden, dali bei den Arten, 
die an sich schon einen hohen Blutzuckerwert haben, durch Insulininjektion 
leichter und schneller Krampfe zu erzielen sind, als bei den Arten, die an sich 
niederen Blutzuckerwert aufweisen; so konnten z. B. bei Opsanus tau, der 
einen durchschnittlichen Blutzuckergehalt von nur 15,4 mg-%% zeigt, auch 
bei tagelang wiederholten Injektionen von 5 bis 15 Einheiten Insulin weder 
Krampfe noch sonstige St6érungen beobachtet werden 


2. Material und Methode. 


Die untersuchten Tiere waren zum gréBten Teil Schleien (Tinea vulgaris 
Cuv.), von denen wieder bei den ersten 11 Versuchen die Fische (und zwar 
immer je zwei zugleich) in einem Aquarium von etwa 24 Liter Inhalt in flieBen- 
dem Leitungswasser gehalten wurden, wahrend bei den weiteren 41 Versuchen 
die Fische in einem im Freien gelegenen betonierten Becken von etwa 720 Liter 
Inhalt, ebenfalls mit flieBendem Wasser, gehalten wurden. Die Temperatur 
betrug etwa 12°C im Aquarium (Sommermonate) und etwa 8 bis 10°C im 
Becken (Herbst und Wintermonate). Die Fische wurden niemals gefiittert, 
so daB eine etwaige Beeinflussung der Resultate durch einen verschiedenen 
Ernahrungszustand nicht in Frage kam. Es wurden nur Tiere verwendet, 
die sich in einem guten Zustande befanden; von Pilzen befallene oder in 
ihren Bewegungen auffallig triage Tiere wurden ausgeschaltet. Die ‘Tiere 
wurden mittels bunter Faden, die durch die Riicken- oder Schwanzflosse 
gezogen wurden, markiert. Das Gewicht der Tiere betrug durchschnittlich 
150g. Es wurden auch noch einige kleine Karpfen (Cyprinus carpio L.) 
untersucht, die ebenfalls unter den angefiihrten Bedingungen gehalten 
wurden; ihr Gewicht betrug ebenfalls etwa 150g. Die Schleien stammten 
aus einer Teichzucht in Jugoslawien, die Karpfen aus der Donau bei Wien. 

Die Auffindung einer Methode zur wiederholten Blutentnahme 
bei einem Fisch ohne Beeintrachtigung seiner Lebensfahigkeit machte 
einige Schwierigkeiten; auch waren im Schrifttum keine diesbeziiglichen 
Angaben zu finden. Nach zahlreichen Vorversuchen gelang die Blut- 
entnahme auf folgende Weise: In dem Abschnitt von der Ansatzstelle 
der Afterflosse bis zur Ansatzstelle der Schwanzflosse wurde 2 bis 3 mm 
unterhalb der vermutlichen Lage der Wirbelsaiule eine Lanzette ein- 
gestoBen und mit ihr der Schnitt ganz vorsichtig gegen die Dorsalseite 
weitergefiihrt, bis der Himalkanal geéffnet war, worauf Blut in geniigender 
Menge austrat. Vor diesem Eingriff wurde die erwahnte Stelle mit 
Filterpapier méglichst gut abgetrocknet. Die Blutung konnte durch 
einen Wattepfropf, der mit Hilfe einer Pinzette in die Wunde gepreBt 
wurde, leicht gestillt werden. Bei den weiteren Blutentnahmen wurde 





92 H. Vorhauer: 


der Wattepfropf herausgezogen, worauf durch einen kleinen Einschnit‘ 
in dieselbe Wunde die Blutung leicht wieder in Gang gebracht werde: 
konnte. Manchmal allerdings war die Wunde innen mit geronnenem 
Blute so verklebt, daB ein neuer Einstich oberhalb der alten Wunde 
(in der Richtung gegen den Kopf) gefiihrt werden mubte. 

Die Injektion der Hormone wurde so ausgefiihrt, daB eine ziemlich 
diinne Nadel (16) in die epaxonische Muskulatur und zwar ungefahr 
zwischen Seitenlinie und Riickenflosse méglichst tief, aber auch méglichst 
flach eingestoBen und dann die jeweils zu injizierende Menge des Hormons 
eingespritzt wurde. 

Der Blutzucker wurde nach der Methode von Hayedorn-Jensen (6 
bestimmt. 

3. Ergebnisse. 

Die Ergebnisse der gesamten Versuche sollen in folgendem zunachst 
tabellarisch dargestellt werden (s. Tabellen I und II). 

I. Gleich zu Beginn der Versuche konnte die Feststellung gemacht 
werden, da der Blutzuckerspiegel bei verschiedenen Exemplaren 
derselben Art keinesfalls gleich hoch ist, wie aus dem Stab ,,Anfangs- 
werte‘‘ der Tabellen hervorgeht. Wenn auch der gréBte Teil der Werte 
zwischen 100 und 200 mg-%, liegt, so verdient es doch besondere Be- 
achtung, daB ein Fisch, der nur etwa 50 mg-°% Blutzuckergehalt auf- 
weist, genau so lebt, sich in dem gleichen guten Zustand befindet und 
die gleichen hormonalen und nervésen Reaktionen zeigt, wie ein Fisch 
mit etwa 240 mg-% Blutzucker. Durch Doppelbestimmung des Blut- 
zuckers, die héchstens um 5 mg-°, differierte, schalteten wir die Fehler- 
quelle einer ungenauen Blutzuckerbestimmung aus, durch wiederholte 
Blutentnahmen an verschiedenen Tagen, ohne Hormonzufuhr oder 
auBeren Eingriff, stellten wir fest, daB der Blutzuckerspiegel des einzelnen 
Individuums ein annahernd konstanter war (vgl. Versuch Nr. 5, 11. 
23, 39, 43). Bei der groBen Verschiedenheit des Blutzuckerspiegels 
bei den einzelnen Individuen derselben Art wird man mit der Auf- 
stellung eines Mittelwertes, wie man ihn im Schrifttum haufig findet, 
sehr vorsichtig sein miissen. 

II. Bei der Suche nach einer geeigneten Methode zur wiederholten 
Blutentnahme konnte eine Blutzuckererh6hung durch Riickenmarks- 
verletzung festgestellt werden. Die anfangs nicht weiter beachtete 
Verletzung des Riickenmarks wahrend des Einstiches in die Schwanz- 
gefaBe hatte an den darauffolgenden Tagen eine Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels oft bis auf das Dreifache des Anfangswertes zur Folge. 
Bei den ersten Versuchen (Nr. 1 bis 3) wurde diese Verletzung unabsicht- 
lich ausgefiihrt, was ja zur Aufdeckung dieser Erscheinung fiihrte: 
spater wurde in einer Reihe weiterer Versuche diese Verletzung mit 
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nitt — Absicht gesetzt, um sie naher zu studieren. Die Verletzung des Riicken- 
der marks ist durch ein deutlich zu beobachtendes Zusammenzucken des 
nem Fischkérpers wihrend des Kinstiches gekennzeichnet. Fiir diese Ver- 
nde letzung geniigt im allgemeinen schon ein Nadelstich in das Riickenmark 


lich Tabelle I. Versuche an Schleien (Tinea vulgaris Cuv.). 
fAahy (Blutzucker in mg-°,.) 
shst 





Nach Nach Nach Nach 


Versuchs- Antangs- Versuchsart Late Paynes 
tm . . ‘ 


ons Nr. wert 24 Std. 48 Std. 


197 -R. 267 
188 - 289 
62 . 130 
238 io 349 
82 95 
134 0,5 Insulin 30 
172 * 
62 ** 
cht 81 0.5 Insulin 32 
ren 192 R. R: 236 
1W8- LO4 163 
wil 2 146 ** 
arte § 200 0,1 Insulin 4] 
Be- 130 Us ss 34 
: E 159 0,1 . 43 
vuf- 95 0,1 
and 7 181 0,2 
110 0,2 
2 
ut. 136 
ler- y 161 
aa 2: 146 
alte : 132 
der 2. 141 
nen a 121 0,5 Adrenalin 420 
120 ** 
129 0,1 Adrenalin 504 
199 0,5 9” 395 
133 RK. R. 221 
96 a. 195 
85 me 134 
103 m 168 
105 a 194 
98 0,1 Adrenalin 287 
107 0,1 id 311 
85 0,1 i 293 
123 2 Thyroxin 124 
94 2 a 102 
70 65 
56 1 Phlorrhizin 63 
89 0,8 Adrenalin 602 48: 351 311 
84 0,8 Insulin 24 12 24 78 
* R.R. Riickenmarksverletzung. — ** Bei Versuch 7, 8, 12 und 26 Fische nach 24 Std. 
tot. — *** Bei den Versuchsnummern 41 und 42 betriigt die Zeitdifferenz zwischen dem 1., 2. 
und 3. Wert 48 Std., zwischen dem 3., 4, und 5. Wert 72 Std. 
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Tabelle Il. Versuche an Karpfen (Cyprinus carpio L.) 
(Blutzucker in mg-%.) 





Versuchs- . , aca Nach Nach 
Nr. Anfangswert Versuchsart 24 Std. 48 Std. 


43 192 187 
44 316 R. R. 421 
45 149 0,1 Insulin 138 
46 118 Ge oe 86 
47 185 0,1 Adrenalin 180 
48 168 R. R. 217 
49 116 1 Phlorrhizin 133 
50 177 2 Thyroxin 181 
51* 42 0,8 Adrenalin 120 122 
52* 48 0,8 Insulin 20 14 


* Bei den Versuchsnummern 51 und 52 betrigt die Zeitdifferenz zwischen dem 1., 2. und 
3. Wert 48 Std. 

Die Injektion der Hormone oder die Riickenmarksreizung wurde immer unmittelbar nach 
der ersten Blutentnahme durchgefiihrt. 

Die injizierte Hormonmenge ist in Kubikzentimetern angegeben. Das Insulin enthielt 
20 Einheiten pro ccm, das Adrenalin hatte eine Konzentration von 1: 1000. 


(Versuch Nr. 10), doch konnte -festgestellt werden, daB die Reaktion 
am starksten und die Latenzzeit am kiirzesten war, wenn das Riickenmark 
mit Hilfe der Lanzette an der betreffenden Stelle vollkommen durch- 
trennt wurde (Versuch Nr. 30). Der Abschnitt des 
Riickenmarks, in dem die eben beschriebene Verletzung 
mit einer Erhéhung’des Blutzuckerspiegels beantwortet 


wird, ist keineswegs eng begrenzt: Er reicht etwa von der 
Mitte der Ansatzstelle der Afterflosse bis in die Nahe der 
Ansatzstelle der Schwanzflosse. Dabei ist es fiir die In- 
tensitat der Reaktion und den Verlauf des Versuchs gleich- 
giiltig, ob die Verletzung in der Nahe der Afterflosse oder 
in der Nahe der Schwanzflosse erfolgt. 


III. Wie aus den Tabellen hervorgeht, wurde an 
Schleien (Tinca vulgaris Cuv.) und an Karpfen (Cyprinus 
carpio L.) die Wirkung von intramuskular injiziertem In- 
sulin erprobt. Es zeigte sich, dai die blutzucker- 
senkende Wirkung sehr stark ist, wie aus der abgebildeten 
Blutzuckerkurve (Abb. 1, Versuch Nr. 16) zu entnehmen ist. Die groBen 
Verschiedenheiten des Anfangswertes des Blutzuckers bei den einzelnen 
Exemplaren, sowie die Schwierigkeit genauer Dosierung bei der In- 
jektion (wegen der Riickstrémung) bringen es mit sich, daB das Bild 
der Kurven nicht sehr einheitlich ist. Wohl aber kann man aus der als 
Beispiel angefiihrten Kurve einige prinzipielle Tatsachen ablesen: 
Wiahrend in den ersten 24 Stunden ein starkes Absinken des Blutzucker- 
spiegels eintritt, ist das weitere Absinken in den folgenden 24 Stunden 
schon weitaus schwacher. Der Umkehrpunkt der Kurve liegt ungefahr 
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48 Stunden nach der Injektion. In den weiteren 24 Stunden (also 
72 Stunden nach der Injektion) ist ein langsames Ansteigen des Blut- 
zuckerspiegels zu verzeichnen, wahrend in den darauffolgenden 
24 Stunden wieder ein starkes Ansteigen des Blutzuckerwertes bis zur 
Norm zu beobachten ist. Dieser Reaktionsverlauf gilt fiir eine Insulin- 
gabe von etwa 0,1 bis 0,3 cem. Gibt man gréBere Dosen (etwa 0,5 ecm), 


so aindert' sich das Bild der Kurve insofern prinzipiell, als der Teil rechts 
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Unterschiede der In- 
sulinwirkung auf den 
Blutzuckerspiegel von 
Warmbliitern und Kalt- 
bliittern zu veranschau- 
lichen, sind zwei Kurven 
segeniibergestellt (Abb.4 
und 5). Die erste Kurve Pieren, de 

Abb. 4, nach Versuch 

Nr. 15) gibt den Reaktionsverlauf bei einer Schleie (Tinca vulgaris 
Cuv.) wieder. Die zweite Kurve (Abb. 5) stellt den Reaktionsverlauf 
bei einem Kaninchen dar [nach 2. Abderhalden und E. Wertheimer (7)}. 
Die Gegeniiberstellung der Kurven zeigt, daB die Reaktionsdauer bei 
Kaltbliitern um ein Vielfaches langer ist als die bei Warmbliitern. 
Grob ausgedriickt kann man sagen, daB sich die Reaktionsdauer bei 
Warmbliitern auf Stunden, bei Kaltbliitern hingegen auf Tage er- 
streckt. Wiahrend bei Warmbliitern bei einem Blutzuckerspiegel von 
50 mg% schon hypoglykamische Kraimpfe zu beobachten sind, kann 
man mit 10 Einheiten Insulin den Blutzucker einer Schleie von 161 auf 
i9 mg% herabdriicken (Versuch Nr. 21), ohne daB der Fisch wahrend 














96 H. Vorhauer: 


der ganzen Dauer des Versuchs irgendwelche Stérungen seiner Lebens. 
tatigkeit zeigt. 

Der niedrigste Wert des Blutzuckers, der durch die Injektion von 
Insulin erreicht werden konnte, betrug 12 mg (Versuch Nr. 42). Die 
Tiere zeigten waihrend des ganzen Versuches niemals hypoglykamische 
Krampfe, die Reaktionsfaihigkeit auf Reize war weder erhdht noch 
herabgesetzt, ebenso konnten weder Muskelschwache noch irgendwelche 
Gleichgewichtsstérungen beobachtet werden. Die Tiere wurden, wie 
schon erwahnt, bei einer Wassertemperatur von 8 bis 10° gehalten 
Alle die eben erwahnten 
auBerlich erkennbaren 





600 
mg% 
500 Veranderungen _ traten 


aber, wie aus der Arbeit 
von Gray (4) hervorgeht 


mg % 
460'— 























100 
U6 6 ag i 68 EH OT 23 


Std 
Abb. 6. Abb. 7. Abb. 8. 


bei Insulinversuchen an Forellen, die bei einer Wassertemperatur von 
nur 49°C gehalten wurden, auf. Ebenso wird erwaihnt, da ahnliche 
Beobachtungen auch an anderen Fischen gemacht wurden. Daraus geht 
hervor, daB Schleien gegen Insulinzufuhr auBerordentlich widerstands- 
fihig sind und ein Absinken des Blutzuckerspiegels bis auf 12 mg°, 
ohne Auftreten pathologischer Veranderungen iiberleben. 

Bei Karpfen sind die Wirkungen ahnlich, nur scheinen hier gr6Bere 
Insulinmengen erforderlich zu sein, um eine entsprechende Blutzucker- 
senkung hervorzurufen; Krampfe konnten auch hier nicht beobachtet 
werden. 

IV. Die Tabelle zeigt, daB Adrenalinzufuhr auf den Blutzucker- 
spiegel der Fische groBen EinfluB hat. Die abgebildete Kurve (Abb. 6), 
die nach den Ergebnissen von Versuch Nr. 25 gezeichnet ist, soll den 
Ablauf der Reaktion nach einer Adrenalingabe von etwa 0,5 ecm ver- 
anschaulichen. Die Verschiedenheit der Anfangswerte sowie die eben 
erwaihnte Schwierigkeit genauer Dosierung miissen bei der Bewertung 
dieser Versuchsergebnisse ebenso beriicksichtigt werden, wie bei den 
Insulinversuchen. Dennoch kann man auch hier einige prinzipielle 
Tatsachen aus der Kurve herauslesen: Das Ansteigen des Blutzucker- 
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gehaltes bis zum Umkehrpunkt, der etwa 48 Stunden nach der Injektion 
liegt, erfolgt ziemlich gleichmaBig, ebenso wie auch das Absteigen der Kurve 
ziemlich gleichmaBig erfolgt. Bei gréBerer Dosis (etwa 0.8 ccm) ist die 
Reaktionsdauer linger, was aus der Kurve, die nach Versuch Nr. 41 
gezeichnet ist, hervorgeht (Abb. 7). Die Gegeniiberstellung der Blut- 
zuckerkurve eines Kaninchens [Abb. 8, nach #. Abderhalden und EF. Wert- 
heimer (7)] zeigt, daB auch hier (wie bei den Insulinversuchen) die Re- 
aktionszeit bei Kaltbliitern um ein Vielfaches langer ist als bei Warm- 
bliittern. Wie bei den Insulinversuchen, so kann man auch hier sagen, 
daB die Reaktion auf Adrenalin bei Warmbliitern sich auf Stunden, 
bei Kaltbliitern auf Tage erstreckt. 

Der Fisch zeigt schon wenige Stunden nach der Adrenalininjektion 
eine starke Aufhellung der Haut, die nach ungefahr 8 Stunden soweit 
fortgeschritten ist, daB er fast weiB erscheint. Die Zusammenballung 
der Melanophoren von Knochenfischen nach Adrenalinzufuhr ist zwar 
bekannt [vgl. Fleischmann (1)], soll aber wegen der auBerordentlich 
starken Aufhellung bei der Schleie doch erwihnt werden. 24 Stunden 
nach der Injektion tritt bei einer Adrenalingabe von etwa 0,2 ccm wieder 
Dunkelwerden der Haut ein, wahrend bei einer Adrenalingabe von 
0,5ecem und dariiber die Haut nach 24 Stunden noch recht hell ist. 
48 Stunden nach der Injektion ist die Haut auch in diesem Falle wieder 
dunkel. In einem Umkreis, von etwa 3cm um die Einstichstelle der 
Injektionsnadel, bleibt die Haut aber noch 6 bis 7 Tage nach der In- 
jektion weiB, was darauf hindeutet, daB das Adrenalin um die Einstich- 
stelle herum ein Depot bildet und von dort aus langsam resorbiert wird. 
Es wird bei Fischen offenbar viel langsamer zerstért als bei Warmbliitern. 

Um die beschriebenen Wirkungen auf den Blutzucker hervorzurufen, 
gentigen offenbar schon ganz geringe Mengen von Adrenalin, da 0,5 cem 
Adrenalin keinesfalls eine entsprechend stairkere Wirkung zeigt als die 
Gabe von nur 0,1 ccm (vgl. Versuch Nr. 25 und 27). 

Die Adrenalinwirkung auf Karpfen (Cyprinus carpio L.) ist ebenfalls 
durchaus deutlich, doch werden keine so hohe Blutzuckerwerte erreicht 
wie bei Schleien (Versuch Nr. 51). Geringe Dosen zeigen (wahrscheinlich 
wegen der starken Riickstrémung) tiberhaupt keine Wirkung (Ver- 
such Nr. 47). 

Es wurden auch noch einige Versuche mit dem Schilddriisen- 
hormon Thyroxin unternommen, das bekanntlich in enger funktioneller 
Beziehung zu den Hormonen des Inselapparates (Insulin) und des 
Adrenalsystems (Adrenalin) steht. Ebensowenig wie bei Warmbliitern 
beeinfluBt dieses Hormon den Blutzuckerspiegel wesentlich (Versuch 
Nr. 37 und 50). 

AuBer den Versuchen mit Hormonen wurden auch noch zwei Ver- 
suche mit dem pflanzlichen Glucosid Phlorrhizin unternommen, das 
durch Herabsetzung der Nierenschwelle fiir Zucker eine Glykosurie 
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ohne wesentliche Veranderung des Blutzuckerspiegels hervorruft. Das 
Phanomen der durch Phlorrhizin bewirkten Glykosurie, gewéhnlich 
als Phlorrhizindiabetes bezeichnet und sowohl bei Saugetieren als auch 
bei Amphibien seit langem bekannt, kann auch bei Knochenfischen 
hervorgerufen werden (Fleischmann und Kann, unver6ffentlichte Ver- 
suche), wobei, wie Versuch Nr. 40 und 49 zeigten, keine Veranderungen 
des Blutzuckerspiegels auftreten. 

Die mitgeteilten Versuche sollen als Bausteine zu einer vergleichenden 
Physiologie des Kohlenhydratstoffwechsels aufgefaBbt werden, in derselben 
Weise wie die in diesem Laboratorium ausgefi:hrten Untersuchungen von 
K. Schwarz (8) iiber den Blutzucker der Weinbergschnecke, sowie die Unter- 
suchungen aus dem Laboratorium der Pearsonstiftung von B. Lustig und 
T. Ernst (9) iiber den EiweiBzucker, Eiwei®Bgehalt und Kohlenhydratindex 
der Sera und Ko6rperfliissigkeiten verschiedener Tierarten. 

Herrn Priv. Doz. Dr. Walter Fleischmann danke ich fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit und seine Unterstiitzung bei Ausfiihrung derselben. 


Zusammenfassung. 


Untersucht wurde der Blutzucker von Schleien (Tinca vulgaris Cuv.) 
und Karpfen (Cyprinus carpio L.) und dabei folgendes festgestellt : 


1. Die individuellen Blutzuckerwerte der untersuchten Fische 


sind sehr verschieden und schwanken bei Schleien sowie bei Karpfen 
ohne Nahrungszufuhr zwischen 50 und 200 mg%%. 


2. Verletzung des Riickenmarkes im Abschnitt zwischen After- 
flosse und Schwanzflosse bewirkt Blutzuckererhéhung. 

3. Insulininjektion bewirkt starke Blutzuckersenkung ohne Eintritt 
hypoglykamischer Krampfe; eine Schleie kann mit einem Blutzucker- 
spiegel von 12 mg% leben, ohne daB pathologische Verdnderungen 
wahrnehmbar waren. 

4. Adrenalinzufuhr bewirkt starke Steigerung des Blutzucker- 
spiegels, wobei Aufhellung der Haut eintritt. Der erhéhte Blutzucker- 
spiegel wird tagelang beibehalten. 

5. Die Injektion des Schilddriisenhormons Thyroxin, sowie des 
pflanzlichen Glykosids Phlorrhizin hat keinen deutlichen EinfluB auf den 
Blutzuckerspiegel. 
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Uber die Inaktivierung 
von Tryptamin und Tyramin durch tierisches Gewebe. 
Von 
). Werle und G. Mennicken. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie 
Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 21. Januar 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Zusammenhang mit der Frage nach der Bildung von Tryptamin 
und Tyramin durch tierisches Gewebe aus den entsprechenden Amino- 
sduren priiften wir auch, ob diese Amine, ahnlich wie das Histamin, 
von tierischen Geweben abgebaut werden kénnen (1). Wir kamen zu dem 
vorlaufigen Ergebnis, da} Histaminase (aus Darmschleimhaut ,,'‘Torantil 
Bayer‘) Tyramin und Tryptamin nicht abzubauen vermag, da} sie also 
spezifisch auf das Histamin cingestellt ist!. Die Extrakte aus Niere und 
Diinndarmschleimhaut vom Hund, sowie der Leber des Kaninchens 
vermochten unter den angewandten Versuchsbedingungen (px 7 bis 9, 
Luftatmosphare, Versuchsdauer 7 Stunden) die beiden Amine nicht 
merklich zu inaktivieren. Da aber Guggenheim und Léffler (2) fanden, 
daB die isolierte Leber des Kaninchens im Durchstr6émungsversuch 
Tyramin dennoch abbaut [vgl. auch (3)], haben wir unsere Versuche in 
der Weise an die Verhaltnisse in vivo angepaSt, da8 wir zunachst 
Schnitte der Organe in Sauerstoffatmosphare im Glasarm nach Krebs (4) 
in aminhaltiger Pufferlésung schiittelten. Dabei fanden wir eine sehr 
rasche Inaktivierung von Tryptamin und Tyramin durch Leber- und 
Nierenschnitte bzw. -extrakte von Kaninchen, Meerschweinchen und 
Rindern sowie durch Nierenextrakte von Hund und Schwein. So wurden 
z. B. in 80 Minuten bei 37° und pa 8 im Reaktionsvolumen von 5,5 cem 
5mg Tryptamin- bzw. Tyraminhydrochlorid durch Kaninchenleber- 
extrakt inaktiviert. Diese hohe Inaktivierungsgeschwindigkeit ist jedoch 
an eine gute Sauerstoffversorgung der Reaktionslésungen gebunden?. Bei 


' Zum gleichen Ergebnis gelangten kiirzlich auch Blaschko, Richter 
u. Schlossmann (9). ? Offenbar war in unseren friiheren Versuchen (1) 
die Sauerstoffyersorgung zu gering, als da die Wirkung der Tyramin- 
oxydase hatte merkbar in Erscheinung treten kénnen. Die Ver- 
suchslésung stand namlich jeweils unter einer etwa | bis 2 em dicken Schicht 
Toluol in verschlossenen Reagenzglasern. Diese fehlende oder nur geringe 
Sauerstoffzufuhr machte es uns auch méglich, den Nachweis der Bildung 
von Tryptamin und Tyramin aus den entsprechenden Aminoséuren durch 
tierisches Gewebe (1) zu erbringen. (Die Tyraminbildung haben wir in- 
zwischen auch kolorimetrisch nachgewiesen.) 


7* 
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der Durchstr6émung der Versuchslésungen mit Stickstoff wurde namlic] 
keine Inaktivierung festgestellt, woraus hervorgeht, daB diese unte1 
Sauerstoffverbrauch einhergeht. Das inaktivierende Ferment ist durc! 
0,001 m KCN-Lésung nicht hemmbar. Es handelt sich also wohl nicht 
um ein schwermetallhaltiges Oxydationsferment. Schwermetallsalze 
wie Kupfer- (m/1000) und Eisensulfat (m/500) vermochten weder zu 
hemmen noch zu aktivieren. Auch Natriumazid war ohne EinfluB!. 
Eine deutliche Hemmung der Inaktivierungsgeschwindigkeit ergab der 
Zusatz von Octylalkohol. 

Die Inaktivierungsgeschwindigkeit zeigt die fiir eine Ferment 
wirkung typische Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
Wir fanden sie etwa bei px 8 optimal. Bei px 5 einerseits und px 9.5 
andererseits war unter den gewahlten Versuchsbedingungen gegeniiber 
beiden Aminen keine bzw. nur noch eine geringe Inaktivierungsfahigkeit 
feststellbar. Beim Stehen der Extrakte nahm ihre Inaktivierungsfahig. 
keit rasch ab. Schon nach 2 Tagen war sie gleich Null. Ahnlich ver- 
hielten sich dialysierte Extrakte. Auch Trockenpraparate der Organe 
(Kaninchenleber und -niere, Meérschweinchenleber), die durch Gefrieren 
mit Kohlensaureschnee und anschlieBende Trocknung im Vakuum ge- 
wonnen wurden, zeigten keine merkliche Inaktivierungsfahigkeit mehr. 

Bei steigender Substrat- und gleichbleibender Fermentmenge beob- 
achtet man in der Zeiteinheit steigende Umsiitze. Das Trigerprotein 


des Ferments ist gegeniiber Papain unempfindlich?. 


Der Abbau von Tyramin durch den tierischen Organismus wurde 
erstmals durch Ewins und Laidlaw (3) beobachtet. Das Tyramin wird wie 
in den erwaihnten Durchstr6mungsversuchen von Guggenheim und Léffler 


1 Bei diesen Versuchen mit Natriumazid fanden wir, daB diese Sub- 
stanz bei intravenéser Injektion eine blutdrucksenkende Wirkung entfaltet, 
die an Hund und Katze diejenige gleicher Gewichtsmengen Histamin- 
dichlorhydrat ums Dreifache iibertrifft. Im Vergleich zu ihrer enormen 
Wirkung erscheint die Substanz verhaltnismaéBig ungiftig. So vertragen 
Meerschweinchen 2 mg intracardial ohne besondere Nachteile. Wir fanden 
ferner, daB Natriumazid von Leber- und Nierenextrakt in Gegenwart 
von O, entgiftet wird, was daran zu erkennen ist, da die Substanz ihre 
blutdrucksenkende Wirkung vollig verliert. — Anm. bei der Korr.: Da diese 
Entgiftung unter N, nicht eintritt, sie ferner auch nicht von Leberextrakt, 
der auf 60° erhitzt worden war, bewirkt wird, glauben wir, daB es sich um 
eine fermentative unter O,-Verbrauch einhergehende Reaktion handelt. 
Dies ist um so bemerkenswerter, als Natriumazid nach Untersuchungen 
von Dixon und Keilin (Proc. Roy. Soc. London (B) 119, 159, 1936) als ein 
stark oxydasehemmendes Agens erkannt wurde. Demnach gibt es Oxy 
dasen, die durch Natriumazid nicht gehemmt werden. (Vgl. dazu auch 
W. Francke u. K. Hasse, Zeitschr. f. phys. Chem. 249, 231, 1937.) — ? Eben 
so das der Histaminase. Dagegen wird das Traigerprotein der Histamin- 
decarboxylase (5, 6) nach noch unveréffentlichten Versuchen von E. Werl« 
und K, Krautzun durch Papain unter Verlust der Fermentwirkung abgebaut. 
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zum Teil in p-Oxyphenylessigsiure iibergefiihrt. In uns anfangs leider 
entgangenen Arbeiten von Hare-Bernheim (7) wurde ein Abbau von Tyramin 
durch Meerschweinchenleber, sowie durch Rattennierenzellsuspension beob- 
achtet und gleichfalls das Auftreten der p-Oxyphenylessigséure festgestellt. 
Nach dem Abschlu8 dieser Arbeit berichtete Heinsen (8) ganz kurz, daB 
Tyramin nach 7stiindiger Einwirkung von Nierenschnitten und -extrakten 
von Meerschweinchen kolorimetrisch nicht mehr nachweisbar ist!. Soeben 
erwihnen Blaschko, Richter und Schlossmann (9) in einer vorliufigen Mit- 
teilung, daB Extrakte aus Niere, Leber, Diinndarmschleimhaut, Uterus, 
Lunge und Hirn von Kaninchen, Ratten und Meerschweinchen neben 
Adrenalin auch Tyramin und Tryptamin zu inaktivieren vermégen. Die 
Autoren halten es fiir wahrscheinlich, daB die von ihnen kiirzlich auf- 
gefundene Adrenalinoxydase (10) mit dem Tyramin und Tryptamin oxy- 
dierenden Ferment identisch ist, weil z. B. die Verteilung dieser Fermente 
in den einzelnen Organen die gleiche ist, die Fermente durch Blausaure 
nicht beeinfluBbar sind und weil beide durch Ephedrin spezifisch gehemmt 
werden kénnen. In einer gleichfalls kiirzlich erschienenen Arbeit konnte 
Philpot (11) wahrscheinlich machen, daB bei der Oxydation von Tyramin 
durch Lebesstiickchen und -brei Ammoniak und p-Hydroxyphenylacet- 
aldehyd bzw. Phenylessigsiure gebildet wird*. In Bestatigung der Ver- 
suche von Philpot finden wir durch 0,003 mol. Methylenblaulésung auch 
eine Hemmung der Oxydation des Tyramins, daneben aber auch des 
Tryptamins. 
Experimenteller Teil. 

Die Organschnitte wurden in der iiblichen Weise gewonnen. Zur Her- 
stellung der Extrakte wurden die Organe gemahlen und im Mérser mit 
Seesand und der zwei- bis dreifachen Menge m/15 Phosphatpuffer bzw. 
Wasser 20 Minuten lang verrieben, 15 Minuten lang zentrifugiert und 
moéglichst sofort zu den Versuchen verwendet. 

Der Grad der Inaktivierung der Amine wurde in der Weise bestimmt, 
da man die Abnahme ihrer pharmakologischen Wirksamkeit am Blutdruck 
des narkotisierten, atropinisierten Hundes feststellte. 


Versuchsbeispiele. 


Je 1g Meerschweinchenleberschnitte plus 5cem m/15 Phosphatpuffer 
pu 8 + 0,2 cem Substratlésung, enthaltend 2 mg Tryptamin- bzw. Tyramin- 
hydrochlorid (Hoffmann-La Roche). Durch die Versuchsgefife (Glasarm 
nach Krebs) wird 15 Minuten lang Sauerstoff geleitet. Dann werden die 
Ansatze noch 75 Minuten bei 37° weiter unter Sauerstoff geschiittelt. Nach 
80 Minuten waren die Ansitze véllig wirkungslos. Die Kontrollansatze mit 
5 cem Puffer py 8 ohne Leberschnitte zeigten keine Abnahme ihrer pharma- 
kologisghen Wirksamkeit. 


1 Auf diese Arbeit von Heinsen kommen wir demnachst ausfiihrlich 
zuriick. —- ? Anm. bei der Korr.: Soeben ist uns eine kiirzlich erschienene 
Arbeit von H. J. Kohn im Referat (Chem. Centralbl. 1988, 8. 350) bekannt 
geworden, nach welcher die fermentative Tyraminoxydation folgendermafen 


verlauft: HO.C,H,.CH,.CH,.NH, + H,0 + 0, = HO.C,H,.c<i 


+ H,O, + NH;. Die Tyraminoxydase ist demnach im Sinne Wéielands 
als eine ,,Aero-Dehydrase‘‘ zu bezeichnen. 
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In gleichartig angesetzten Parallelversuchen war unter Stickstoft 
keine merkliche Inaktivierung zu beobachten. : 

Abhdngigkeit der Inaktivierungsgeschwindigkeit von der Wasserstoff- 
dtonenkonzentration. 

Versuchsbeispiel: Je 3cem wisseriger Kaninchenleberextrakt 1; 2 
werden mit 3ccm m/5 Phosphatpuffer von py 5, 6, 7, 8 und 9 versetzt. 
Zwei weitere Ansitze werden nach Zusatz von 3 ccm sekundirer Natrium- 
phosphatlésung noch mit n Natronlauge (etwa 0,4 ccm) auf py 9,5 eingestellt. 
Nach Zusatz von je 0,2 ccm Substratlésung (enthaltend je 2 mg Tyramin- 
bzw. Tryptaminhydrochlorid) werden die Ansatze unter Sauerstoff 90 Mi- 
nuten lang geschiittelt. Nach der angegebenen Versuchszeit werden die 
Ansitze auf 0° abgekiihlt und sofort auf ihre Wirksamkeit gepriift. Der 
jeweils beobachtete Inaktivierungsgrad ist in der Tabelle I verzeichnet. 


Tabelle I. py-Abhangigkeit der Inaktivierungsgeschwindigkeit 
gig 8 
von Tryptamin und Tyramin durch Kaninchenleberextrakt. 





Es wurden in 90 Min. inakti- 

Gesamt- Vv viert von - 
volumen Pu der ical on : ro : 
suchsansitze T'yvramin Cryptamin 

Nr. ecm 0 


= 


Ansatz 





5,5 q 0 
6,3 3% 18 
6,8 
7,3 
7,8 
8,0 
8,6 
9,5 40 


, 


Die Kinetik der Inaktivierung der Amine ist in Tabelle II wiedergegeben. 

3cem Kaninchennierenextrakt (mit m/15 Phosphatpuffer py 8, 1: 3) 
+ 2ceem m/15 Phosphatpuffer py 8; Reaktionsvolumen 5,2 cem, enthaltend 
je 2mg Tyramin- bzw. Tryptaminhydrochlorid. Wahrend der ganzen 
Versuchsdauer wird O, durchgeleitet. 


Tabelle II. 





Es waren inakti- Es waren inakti- 
i yiert Tyramin bzw viert Tyramin bzw? 
Reaktionsdauer | Viert Tyramin bzw. | Reaktionsdauer : 
Tryptamin ° Tryptamin 


Min. | 0 Min. % 


15 | 60 85 
30 80 100 
45 66 





Die Ergebnisse der Tabellen I und II werden durch Abb. 1 nochmals 
veranschaulicht. 
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Beeinflussung des Inaktivierungsgrades von Tryptamin und Tyramin 
durch Zusdtze. 


stoft 





stot f- 








7 8 
| ae 
45 60 75 Min. 90 
Leit— 
Abb. 1. 
a) Py-Aktivititskurve der Tyramin-Tryptaminoxydase. 
Tryptamin ——C ; Tyramin ©—--—- (s. Tabelle I). 
b) Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung von Tyramin und Tryptamin (s. Tabelle II). 





Versuche, welche den EinfluB von KCN, Schwermetallsalzen und 
Octylalkohol usw. auf die Inaktivierungsgeschwindigkeit ermitteln, sind in 
Tabelle III zusammengestellt. 

Tabelle III. 
Versuchsdauer 90 Minuten, Temperatur 37°C, py 7,3, 15 Minuten 
O,-Durchleitung. 





Angewandt Es wurden inaktiviert 


é Tyramin bzw. Es wurden Gesamt- ¥ $ ie 
Extrakt Tryptamin- zugesetzt volumen Tyramin Tryptamin 
hydrochlorid 
ecm mg % 


4,20 2 80 
0,39 mg KCN 4,27 2 80 
1,37 FeSO, 4,30 : 80 
2,0 FeSO, 4,35 ) 
1,5 CuSO, 4,30 
1,5 CuSO, 4,60 
15 Octy}- 4,20 
alkohol 
0,26 mg NaN, 4,30 
1,1 ,, p-Amino- 5,70 
phenol 
», Methylen- 
blau 
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Tabelle IV gibt die Inaktivierungsfihigkeit einzelner Organe an 


Tabelle IV. 
Versuchsdauer 90 Minuten; pq 8, angewandte Extraktmenge: je 3 ccm, 
hergestellt mit m/15 Phosphatpuffer py 8. 15 Minuten O,-Durchleitung. 





Inakti- 
vierung 


Inakti- 


vierung Angewandte Organe 


Angewandte Organe 


Kaninchenleber je Meerschweinchenlebertrocken- 

Kaninchenniere praparat 

Kaninchenmilz nein | Schweineniere 

Kaninchenblasengalle Ochsenherz nein 

Kaninchenlebertrocken- Ochsenleber ja 
praparat ; Ochsenniere os 

Kaninchennierentrocken- Ochsengehirn nein 
praparat PAUIONUINO? sok Save e eve c ja 

Meerschweinchenleber j Hundediinndarmschleimhaut.. | nein 

Meerschweinchenniere Hundeblut (defibriniert) 

a en, saree Torantil ,,Bayer‘ 
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Uber die Absorptionsspektren 
organischer Stoffe in konzentrierter Schwefelsiure. 
II. Mitteilung: 
Stoffe ohne starke Chromophore, Oxyearbonsiuren, Benzolabkémmlinge. 
Von 
Fritz Bandow. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 31, Januar 1938.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


B. Stoffe ohne erhebliche Absorption in Schwefelsiure. 


Die allgemeinen Versuchsbedingungen und die Art der Auswertung 
sowie die Ergebnisse an Kohlenhydraten (Abschnitt A) sind in Mitteilung | 
zusammengestellt (la). Im folgenden ist eine Reihe von Stoffen aufgezahlt, 
die in konzentrierter Schwefelsiure keine oder nur eine geringe Absorption 
in unserem MeBbereich (2200 bis 7200 A) aufweisen. Die Abbildung von 
Spektren ist dabei im allgemeinen iiberfliissig oder gar nicht méglich. Bei 
der Beurteilung ist zu bedenken, daB die Ausmessung einer schwachen 
Absorption besondere Anforderungen an die Reinheit stellt, da das Spektrum 
in diesen Fallen leicht durch geringe Beimengungen stark absorbierender 
Stoffe entstellt werden kann. Es ist méglich, daB sich solehe St6érungen in 
einem an sich reinen Praparat im Laufe der Zeit, etwa unter dem EinfluB 
des Lichtes oder der Luft bilden. Fiir unsere Aufgabe handelt es sich haupt- 
sichlich um kraftige Absorptionsbanden. Wir haben daher wohl die reinsten 
uns erreichbaren Priparate verarbeitet, aber keine zusatzlichen Reinigungs- 
maBnahmen damit vorgenommen. Sie waren in manchen Fallen notwendig, 
wenn die feinere Bearbeitung von Sonderfragen lohnend erscheinen sollte. 

Unsere Zusammenstellung kann selbstverstandlich keinerlei Anspruch 
auf Vollstaéndigkeit erheben. Es wurden nur von einigen Stoffgruppen 
ausgewahlte Proben untersucht. Zunachst werden diejenigen Stoffe ge- 
nannt, deren molare Absorptionskoeffizienten k oberhalb 2500 A 10 em=! 
nicht erreichen (logk < + 1) und auch bis zu 2200 A auBer einem gewissen 
Anstieg keine Besonderheiten zeigen. Die Messungen wurden an konzen- 
trierteren Lésungen durchgefiihrt als bei den stark absorbierenden Kérpern. 
Die Berechnung von kerfolgte unter der Annahme der Giiltigkeit des Lambert- 
Beerschen Gesetzes. Bei den Stoffen, bei denen eine Priifung vorgenommen 
wurde, war es mit einer fiir unsere Zwecke ausreichenden Genauigkeit 
erfiillt. 

Die folgenden Verbindungen waren in konzentrierter Schwefelsaéure 
in dem oben angegebenen Sinne absorptionsfrei: 

Athylalkohol, Glycerin, Mannit und Sorbit (schwache selektive Bande 
bei 3250 A, siehe I. Mitteilung, Abb. 2), Trichlorbutylalkohol. — Form- 
aldehyd (sehr flaches Maximum bei 2800 A). — Essigséure, Laurinsiure, 
Glykolsaure, Bernsteinséure. —- Diathylather. —- Monoacetin. — Glykokoll, 
Ornithin, Asparagin, Asparaginsiure. Cadaverindichlorhydrat, Putrescin- 
dichlorhydrat. Leucylglycin, Taurin, Glutaminséiure, Prolin, Sarkosin, 
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Piperazin. Harnstoff, Formamid, Acetamid, Urethan. —- Cholinchlorhydra 
Acetyleholinchlorid. 


Es folgt eine weitere Gruppe, deren Absorption etwas gréBer, abe: 
im Vergleich zu den uns hauptsachlich beschaftigenden Stoffen immer noci 
unerheblich ist. Fiir Trichloressigsdure erreicht log k bei 2500 A + 1,1, bei 
2400 A + 1,55. An Undecylsaiure wurde ein schwaches Maximum bei 2900 \ 
beobachtet; log k = + 1,8; Ak = 25 cm-'; gerade in diesem Falle ware an 
das Vorliegen einer Beimengung zu denken, da mit Laurinsiéure, welche 
die gleiche Struktur besitzt und nur eine C H,-Gruppe weniger in der Kohler 
stoffkette enthalt, keine derartige Absorption 
erhalten wurde. Einen fast gleichmaéBigen steile: 
Anstieg der Absorption im kurzwelligen Ultra 
violett zeigt Zuckersaure (I. Mitteilung, Abb. 2): 
dagegen laBt Lavulinsaéure durch Ausbildung 
einer Stufe im Gebiet von 2800 A (log k an diese: 
Stelle + 1,5) eine gewisse Selektivitat erkennen 
und Gluconséure hat eine ausgeprigte Bande 
bei 3100 A (log k = + 1,8; I. Mitteilung. 
Abb. 2). Oxalsaéure wird dureh Schwefelsaure 
zu CO,, COund H,O abgebaut und zeigt da- 
her gegeniiber wasseriger Lésung eine stark 
verminderte Absorption (Abb. 1, 24 Stunden 
nach Ansatz aufgenommen). 

Cystin (Abb. 1) ergibt einen gleichférmigen 
Kurvenverlauf. Bei Edestin, einem Globulin, 
ist eine Bande bei 2860 A entwickelt (Abb. 1), 
ebenso ajich bei Casein. Eine wasserlésliche 
Albumose wies in der verhaltnismaBig hohen 
Konzentration von 500mg% eine bis in das 
Sichtbare reichende, mit schwachen Stufen all- 
miahlich nach Kurzwellig ansteigende Absorp- 
tion auf, fiir die log « bei 3000 A nur + 1, bei 
2400 2800 3200 BA 2500 A + 1,1 betrug. In Abb. 1 ist ferner noch 
Abb. 1. Versehiedene Stoffe in “ie an einer Lésung von Albumen ovi in 

Schwefelsiiure (96 °/pig). Schwefelsiure geméssene Absorption wieder- 
mapeee 1 Oxalsiure, gegeben, wobei —- ebenso wie bei Edestin die 
zi poe op gon. Konzentration nicht bekannt ist, da sich die 

(COOH.CHN Hy. CH. .8)s. eingewogene Menge nicht vollstindig léste. Bei 
oreee 3 Edestin, aioe den héheren EiweiBkérpern handelt es sich um 
i nde a cariiaiadie gibt die Summenwirkung mehrerer Stoffe; in den 
far Kurve 1 und 2 log k, fir 3 Selektivitaten in der Nahe von 2800 bis 3000 A 
und 4 log « an. werden die aromatischen Aminosdéuren wirk- 

sam. Die Bande von Edestin und Casein fallt 
mit dem Maximum von Tyrosin (und Dioxyphenylalanin) zusammen 
(siehe Abb. 7); bei Albumose und besonders bei der breiten, schwach ge 
gliederten Stufe des Albumins ist eine Uberlagerung mehrerer Maxima an- 
zunehmen! (diese Lésung war bei der Aufnahme 6 Stunden alt; mit der Zeit 
wiichst die Absorption im langwelligen Bereich starker an als im kurzwelligen). 





T 
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log A bzw loge—e 











' Uber den Einfln8 der verschiedenen aromatischen Aminosauren auf 
die Absorption von SerumeiweiBkérpern in wasserigen Losungen vgl. z. B. (1): 
die Einzelspektren sind mehrfach gemessen worden, siehe z. B. (2), (3), (4). 
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Die betrachtliche Griinfluoreszenz der Albumose in Schwefelséure deutet 
auf ihren Gehalt an Tryptophan hin, das vor allen anderen in Betracht 
kommenden Stoffen durch ein hohes Fluoreszenzvermégen ausgezeichnet 
ist und spater naéher behandelt wird. 

Die beiden in der Lebewelt vorkommenden héheren gesattigten Fett- 
siuren, die Palmitin- und Stearinsiéiure, haben ebenfalls in konzentrierter 
Schwefelsiure keine besondere Absorption. Fiir 100 mg%ig angesetzte 
Lésungen liegt log k bei 3000 A etwas iiber + 2, doch handelt es sich dabei 
jedenfalls hauptsachlich um Lichtschwachung durch Triibung, da diese 
beiden Sauren in Schwefelsdéure nicht geniigend léslich sind. 

SchlieBlich sei noch Ceresin genannt, ein Gemisch fester hGherer Kohlen- 
wasserstoffe. Die zugegebene Menge léste sich nicht vollstandig; nach einigen 
Tagen waren schwache Banden bei 3250 und 2550 A me®Bbar (log ¢ = —- 0,1 
bzw. -- 0,4; die Lage entspricht der an Zuckern gefundenen !). In gesattigter 
alkoholischer Lésung ist log ¢ bei 2600 A kleiner als ——~ 0,7 und steigt nach 
kiirzeren Wellen maéBig stark an. 

Von allen hier genannten Stoffen ist bekannt, daB sie auch in anderen 
Lésungsmitteln keine starke Absorption in dem uns beschaftigenden Bereich 
zeigen. Die zugehérigen Einzelarbeiten sollen hier nicht angefiihrt werden, 
sondern es sei zusammenfassend auf die Wiedergabe zahlreicher Absorptions- 
kurven in Landolt- Bérnsteins Tabellenwerk verwiesen (5). 


In der gegebenen Zusamenstellung finden sich Ather, Alkohole, 
gesattigte Fettsauren, auch mehrbasische Sauren, ferner Aminosauren 
mit und ohne Schwefelgehalt, sowie andere Verbindungen mit N H,- 
Gruppen. Es sind dies Stoffe, die auBerhalb der Carboxylgruppe 
keine Doppelbindungen enthalten (abgesehen vom Formaldehyd). 


Der Befund entspricht durchaus der Erwartung, indem eine gréBere 
Anzahl von Stoffen gesattigter Natur ohne wirksame Chromophore fiir 


das Spektralgebiet von 2200 bis 7200 A auch in Schwefelséure keine 
besondere Absorption erkennen lassen. Es tritt also unter dem EinfluB 
der Schwefelsiure nicht eine so weitgehende Verschiebung der von 
anderen Lésungsmitteln bekannten Absorption nach dem Langwelligen 
ein, daB sie in unseren MeBbereich riickt, und es findet auch keine Um- 
lagerung und keine chemische Reaktion statt, die zur Ausbildung farb- 
gebender Gruppen fiihren wiirde. 


Noch nicht geniigend geklart sind unsere Ergebnisse an Amyl-, Butyl- 
und Isobutylalkohol. Als ,,reinst‘* bezeichnete Handelspraparate enthalten 
eine Verunreinigung, denn sie absorbieren starker als im Schrifttum an- 
gegeben (6). In konzentrierter Schwefelsaéure tritt eine starke Farbreaktion 
ein. Die Lésungen werden mit der Zeit braunrot und zeigen ein Maximum 
der Absorption bei 3000 A (log k gréBer als + 3, spektrale Lage kaum be- 
einfluBbar durch nachtragliche Verdiinnung der Schwefelséure, Fluoreszenz 
betrichtlich). Der Fremdstoff laBt sich durch einfache Destillation nicht 
abtrennen. Er kann nicht in sehr geringer Menge vorliegen, denn der Ab- 
sorptionskoeffizient ist schon bei Berechnung mit der gesamten zugegebenen 
Alkoholmenge nicht sehr weit von der obersten Grenze entfernt, die man 
fiir k bisher iiberhaupt beobachtet hat. Es kénnte sich vielleicht um ein 
mit der Zeit entstehendes Umwandlungsprodukt dieser Alkohole handeln. 
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C. Oxyearbonsiuren. 

Die einfachste Verbindung dieser Gruppe, die Glykolsaure. 
CH,OH .COOH, wurde bereits im vorigen Abschnitt genannt, da sie 
in Schwefelsiure keine Absorption zeigt. Bei einigen untersuchten 
héheren Oxysiuren tritt dagegen eine ausgepragte Absorptionsbande 
bei 2550 bis 2700 A auf (Abb. 2). Die Bandenhohe ist sehr verschieden, 
am gr6éBten fiir Citronensiure, welche die langste Kohlenstoffkette 
und den verwickeltsten Aufbau besitzt. Fiir den Unterschied zwischen 
Apfel- und Weinsaure kiime als Ursache die verschiedene Symmetric 
dieser Molekiile in Betracht. 





Abb. 2. Oxycarbonsiuren in Schwefel- 
siiure. 





1 Citronensiure, 
COOH.CH,.COH.CH,.COOH 
COOH. 





2 Apfelsiure, 

COOH.HCOH, CH,.COOH. 

3 weinsaures Natrium, 
COONa.HCOH.HCOH.COONa 
4 milehsaures Lithium, 
CH;.HCOH.COOLI, 

1 bis 4 in 96 °/iger Ho SO,. 








5 milchsaures Lithium in nachtriig- 
lich auf 62°/) verdiinnter H, SO ,. 
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2800 


Mit zunehmendem Alter der Lésung tritt bei Citronenséure eine schwache 
Bande im Blau hinzu. In Phosphorséure sind Citronenséure und weinsaures 
Natrium nur schlecht léslich und ohne meBbare Absorption. 

Bei allen in diesem Abschnitt behandelten Stoffen ist die schon 
mehrfach untersuchte Absorption in Wasser erheblich kleiner als in 
konzentrierter Schwefelsdéure, und es tritt bei allen eine starke Ver- 
minderung der Schwefelsaéureabsorption bei nachtriglicher Verdiinnung 
mit Wasser ein (bzw. eine Verschiebung nach dem Kurzwelligen). 


Bei Schwefelsiurezugabe zu wisseriger Lésung tritt die Ultraviolett- 
bande innerhalb kurzer Zeit (Stunden) nicht in der Starke auf wie sie bei 
entsprechender Zugabe von Wasser zur Schwefelsaéurelésung zu beobachten 
ist (gepriift an Citronensiéure und milchsaurem Lithium); im Laufe einige! 
Tage wird die Bande kraftiger (gepriift an milchsaurem Lithium). Zur 
Bildung dieses Chromophors ist also entweder Einwirkung von ganz hoch. 
konzentrierter Schwefelséiure (die Bande der Citronensaéure ist in derselben 
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schon nach | Stunde praktisch vol! entwickelt) oder bei geringeren Konzen- 
trationen langere Zeitdauer erforderlich. Zur zahlenmaéBigen Erfassung 
des Reaktionsablaufs, dessen Kenntnis fiir manche Fragen Bedeutung 
haben kénnte, waren Reihenversuche mit abgeinderten Konzentrationen, 
Zeiten und Temperaturen erforderlich, und es miiBten zu den optischen 
Messungen chemische Bestimmungen hinzutreten; ihre Durchfiihrung wurde 
nicht in Angriff genommen, da sie zu weit von unserer eigentlichen Aufgabe 
ablenken wiirde. 
D. Einfache Benzolabkémmlinge. 
Bisherige Kenntnis. 

Benzol und die daraus durch Ersatz eines oder mehrerer H-Atome 
durch die verschiedensten Gruppen entstehenden Verbindungen sind 
schon sehr haufig auf ihre Absorption untersucht worden (5), weil 
sich bei ihnen eine Reihe bemerkenswerter optischer Erscheinungen 
darbietet und der Zusammenhang zwischen Konstitution und Absorption 
eingehend verfolgbar scheint. Im wesentlichen liegen die wohl aus- 
gepragten Absorptionsbanden im kurzwelligen Teil des Quarzultra- 
violetts, unterhalb 3000 A. Besonders zu erwaihnen ist das starke Hervor- 
treten einer Feinstruktur bei vielen Stoffen dieser Gruppe, vor allem 
bei Benzol selbst, inreinem Zustand und in verschiedenen Lésungsmitteln. 
Es handelt sich dabei um die Uberlagerung von Kernschwingungs- 
frequenzen iiber die Frequenz des Elektronensprungs, der die Lage der 
Bande im ganzen bestimmt. Das hochsymmetrische Benzolmolekiil 
ist also gegen Stérungen durch die Umgebung, bei denen vor allem an 
Dipolwirkungen zu denken ist, weitgehend geschiitzt. Die Einfiihrung 
von Substituenten schwacht die Feinstruktur in verschiedenem Mabe 
ab (2), (5), (7), (8), (9), (10). Phenol z. B. steht auf der Grenze zwischen 
den wenig stérbaren und denjenigen Molekiilen, deren Feinstruktur 
stets vollkommen verwischt ist: in Heptan sind seine Teilbanden noch 
zu erkennen, in Methylalkohol sind sie unterdriickt ; die Lage der Bande 
an sich ist in verschiedenen Lésungsmitteln die gleiche. Verwischung 
der Schwingungsfeinstruktur und Verainderung der Frequenz des Elek- 
tronensprungs sind also voneinander unabhangige Einfliisse (verschiedene 
Substituenten kénnen Bandenverschiebungen ohne Aufhebung der 
Feinstruktur ergeben!). Die starksten Verdinderungen bedingt die 
NO,-Gruppe, durch deren Einbau sogar der steile langwellige Einsatz 
der Absorption, der sich bei den meisten einfachen Benzolabkémmlingen 
findet, erheblich abgeflacht wird; auBerdem reicht die Absorption 
weiter nach dem Langwelligen. 

Zu den bisher besprochenen Einfliissen der Substituenten auf die 
,, Benzolbande“ (Feinstruktur, spektrale Lage) kommt noch ein weiterer 
hinzu: die Bande kann in ihrer Hohe verstarkt werden. Es geniigt an 
dieser Stelle, das unsubstituierte Benzol und seine einfachste OH- 
Verbindung miteinander zu vergleichen. k betragt fiir Benzol in Heptan 
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rund 200 em~!, fiir Phenol in Heptan aber reichlich 2000 em-!. Da das 
kurzwellig an die Gesamtbande anschlieBende Minimum der Absorption 
sehr tief ist, gelten dieselben Werte auch fiir die Selektivitat des molaren 
Absorptionskoeffizienten (4). Ebenso ist bei dieser Betrachtungsweise 
die Selektivitat der Teilbanden fiir Phenol gr6Ber als fiir Benzol; Ak er- 
reicht — wieder in Heptan als Lésungsmittel — bei der starksten Tei! 
bande des Benzols rund 180 cm~!, bei Phenol aber 1800 em~!. Dieses 
Ergebnis ist um so bemerkenswerter, als die Anzahl und die relative 
Auspragung der Teilbanden in Phenol verringert ist, wenn man darunte: 
das Verhaltnis der k-Werte am Maximum einer Teilbande und am 
benachbarten Minimum versteht (8). Die Stérung der Symmetrie ces 
Molekiils durch die Einfiihrung der OH-Gruppe bewirkt einen sehr 
verstarkten Energieaustausch mit dem eingestrahlten Licht. Es kann 
hier nicht versucht werden, auf den tieferen Zusammenhang dieser 
Verhaltnisse mit dem Molekiilbau und der Elektronenanordnung ein- 
zugehen; eine wirklich befriedigende umfassende Ubersicht ist  bisher 
wohl auch noch nicht gelungen. 


Die Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure auf die aro 


matischen Kohlenwasserstoffe fiihrt zur Bildung von Sulfonsauren, 
und zwar ist ohne Erhitzung eine Konzentration von mindestens 65 ° 
erforderlich (11). Das bei der Reaktion entstehende Wasser kann bei 
unseren Versuchen vernachlassigt,werden, da wir niemals eine Lésung 
mit mehr als 1°%, Zugabe der aromatischen Verbindung zur 96 °,igen 
Schwefelsiure angesetzt haben. Die Vermischung des Benzols oder 
seiner Homologen mit der Schwefelsaéure trat im Laufe einiger Stunden 
ein. Die unten wiedergegebenen Spektren beziehen sich stets auf 
Lésungen, die 24 Stunden alt sind (Zimmertemperatur). Von den 
einfachen Benzolhomologen ist bekannt, daB sie vorzugsweise in para- 
Stellung sulfuriert werden (11). 

Auf die bereits von andei:en Untersuchein ausgemessenen Schwefel- 
sdurespektren von Anilin (12) (13) und sonstigen aromatischen Aminen (13) 
kommen wir weiter unten zuriick. 


ie Spektren von Benzol und Benzolsulfonsdure. 
Die Spekt B l IB lsul 


In Abb. 3 ist das Schwefelsiurespektrum der Benzolsulfonsaure 
dargestellt. Wegen der geringen Unterschiede, welche die iibrigen 
hierher gehérigen Aufnahmen ergeben haben, wird auf die Abbildung 
weiterer Spektren verzichtet ; die Ergebnisse, die fiir unsere Betrachtung 
in Frage kommen, sind die folgenden: Verdiinnung der Schwefelsaiure 
mit dem gleichen Volumen Wasser ergibt eine geringfiigige Verschiebuny 
des gesamten Spektrums nach dem Kurzwelligen (20 bis 30 A) und eine 
stirkere Ausbildung der Feinstruktur (A log kerreicht etwa0,3). Die Uber 
einstimmung mit dem Spektrum von Benzol in Schwefelsdure ist in 
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bezug auf Starke und Lage der Feinstrukturbanden, in bezug auf Verlauf 
und Héhe der Absorptionen im ganzen und im Verhalten gegeniiber 
laren Verdiinnung der Séure sehr weitgehend. 
WESC 


a das 
ption 


Es ist also Sulfurierung des 
Benzols als bestimmend fiir sein spektrales Verhalten bei unserer Ver- 
kor.  suchsweise anzusehen. 
Teil 


Dieser SchluB8 wird noch dadurch gestiitzt, 
daB Benzolsulfonsiurg selbst bei Auflésung in Alkohol bereits fast 
Ronen dasselbe Spektrum zeigt wie in nachtraglich verdiinnter Schwefelsiure 
ative (die Absorption in Alkohol ist geringer als in konzentrierter Schwefel- 
inter siure, bei 2640 A ist log k = 2,9, 


1 log k fiir die Teilbanden erreicht 0,4, 
am 
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Feinstruktur in dem weiter oben bei dem Vergleich von Benzol und 
den §& if = ¢ Pap . . 
a Phenol erlauterten Sinne und starke Erhéhung der Absorption, was wieder 
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mit der ,,auxochromen“ Wirkung der OH-Gruppe tibereinstimmt; 


die spektrale Lage bleibt fast unverandert. Die Anwendung von konzen- 
trierter Schwefelsiure bringt zu dieser Wirkung der grobchemischen 
Veranderung des Molekiils die weitere Abschwachung der Feinstruktur 
und eine weitere, aber nicht so starke Absorptionssteigerung bei wieder 
nur geringer spektraler Verschiebung hinzu: dies ist wohl als Lésungs- 
mitteleinflu8 aufzufassen, jedenfalls nicht als bleibende chemische 
Reaktion. 
Methylbenzole. 


Die Schwefelsiurespektren von Toluol (Abb. 3) und Xylol zeigen 
keine wesentlichen Unterschiede. Gegeniiber Benzol bzw. Benzol- 
sulfonsaure bewirkt die Hinzufiigung der CH,-Gruppe Verwischung der 
Feinstruktur, verminderte Auspragung der Gesamtbande und eine mabige 
Verschiebung nach dem Langwelligen. Der Einflu8 von nachtraglicher 
Verdiinnung mit Wasser geht in der gleichen Richtung wie bei Benzol- 
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sulfonsiure: maBige Senkung der Absorption, geringe Verschiebung nach, 
dem Kurzwelligen (um rund 50 A) und etwas geringere Stérung der Kern. 
schwingungen, so daB die Teilbanden bei Xylol und Toluol andeutungs. 
weise wiederauftreten (Spektren in anderen Lésungsmitteln sind von 
diesen und den in den folgenden Absatzen behandelten Stoffen schon 
haufig ausgemessen und in vielen Arbeiten und zusammenfassenden 
Darstellungen abgebildet worden; es soll nochmals auf die schon friihe: 
genannten Beispiele verwiesen werden). 


Oxybe nzole, 
Abb. 3 zeigt das Spektrum von Phenol in Schwefelsaure und in 
Alkohol, Abb. 4 die Spektren der drei isomeren Dioxybenzole, bei denen 
die Unterschiede in der Ausprigung der Bande in Abhangigkeit von 
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2800 2400 = 2600 — 3200 
Abb. 4. Dioxybenzole ; Guajakol. Abb. 5. Trioxybenzole; Arbutin. 
——— 1 o-Dioxybenzol (Brenzkatechin), —— 1 1.2.3.Trioxybenzol (Pyro- 
Cy Hy -(O Ho. gallol), Cg H; . (OH); 
~~ 2 m-Dioxybenzol (Resorcin), 
0, Hy, .(O H)o. 


3 p-Dioxybenzol (Hydrochinon), 

C Hy, (OH). ------ 3 Arbutin, OH -Ce Hy, iP Cz Hi; Os, 
6 . 2: 

1 bis 3 in 96 °/iger H»SO,. 


~~—2 1.38.5.Trioxybenzol (Phloro- 
glucin), C, H; .(O H)s. 


4 Brenzkatechinmonomethylather 
(Guajakol). OH .C, H,.0.CHs3, -~+— 4 Phloroglucin in nachtriiglich auf 
1 bis 4 in 96 °/piger Hy SO,. 23 °/) verdiinnter H,S0O,. 


der gegenseitigen Stellung der beiden OH-Gruppen bemerkenswert 
sind: durch Verdiinnung der Schwefelsaure ist die Bande nicht nennens- 
wert verschiebbar. Fiir Phenol liegt das Maximum in 62 %iger H,SO, 
bei 2810 A. Das Verhalten von Pyrogallol fiigt sich ohne weiteres in 
das bisherige Bild ein (Abb. 5). Dagegen ist das Schwefelsiurespektrum 
des symmetrischen Trioxybenzols (Phloroglucin) ein véllig abweichendes : 
in konzentrierter Saure tritt eine breite langwellige Bande auf (Abb. 5) 
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die bei der Verdiinnung wieder verschwindet und z. B. in Alkohol fehlt, 
in dem ein ganz normaler Absorptionsverlauf mit maBig entwickelter 
Bande bei 2700 A in dem steilen Anstieg nach Kurzwellig zu beobachten 
ist. In Schwefelsdure ist die mittlere Bande und der kurzwellige An- 
stieg der Absorption! jedenfalls dem Benzolkern zuzuschreiben; fiir die 
Bande bei 3350 A ist eine Reaktion anzunehmen, die durch die Anordnung 
der OH-Gruppen am Kern erméglicht wird, und die bei geniigender 
Verdiinnung der Saure wieder riickgangig ist. 


Benzolcarbonsduren. 


Benzoesiure (Abb. 6) zeigt weder in Wasser und Alkohol noch 
in Schwefelséure meBbare Feinstruktur. In den gebrauchlichen Lésungs- 
mitteln tritt eine starke, sehr kurzwellige Bande und eine Vorbande oder 


Abb. 6.  Benzolcarbonsiuren; Amino- 
benzole. 


—— 1 Benzoesiiure. C, H;.COOH. 

~ 2 o-Phtalsiivre, C; Hy. (COOH). 
3 Aminobenzol (Anilin), C, H, .N Ho. 
4 Sulfanilsiure, HSO,;.C,H,.N Ho. 
5 Benzidin, NH,.C,H,.Cy Hy.N Ho, 

1 bis 5in 96° piger H. SO, 

6 Phtalsiure in 48 °/,iger Hy SO,, 
nachtriglich mit Alkohol verdiinnt. 
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Stufe an ihrem langwelligen Abfall auf; letztere ist durch ihre in Hexan 
und Heptan noch erhaltene Auflésung in Teilbanden als die normale 
Bande des Benzolkerns gekennzeichnet. Der Verlauf ist in Schwefel- 
saure der gleiche wie in Wasser oder Alkohol, aber um etwa 300 A nach 
dem Langwelligen verschoben. Das bedeutet eine Herabsetzung der bei 
einem einzelnen Absorptionsvorgang aufgenommenen Energie um rund! /g, 
zuriickzufiihren auf eine weniger feste Bindung des wirksamen Elektrons. 
Aus dem spektralen Verhalten ist die Annahme einer starken Anderung 
der Benzoesdure nicht zu begriinden: denn Zugabe von Schwefelséure 


! Das Auftreten eines Maximums ist nahe dem Ende unseres Mel - 
bereichs mehrmals beobachtet, aber nicht gesondert untersucht worden. 
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zu einer Lésung in Alkohol oder Wasser fiihrt zu den gleichen Spektren 
wie entsprechende Verdiinnung einer zunachst in konzentrierter Saur 
angesetzten Lésung. — Inder Bandenlage ahnlich, aber in der Auspraguny 
des Spektrums abweichend verhalt sich die o- Dicarbonséure des Benzols 
die Phtalsiure (Abb. 6), bei der auBerdem die starke Verinderung des 
Spektrums bei Verdiinnung mit Alkohol oder Wasser auffallt, die eine 
Annaherung an die Alkoholabsorption mit nur schwacher Bande bei 
2800 A bedeutet. 


Aminobenczole. 


Das Anilin ist dadurch bemerkenswert, daB es — im Gegensatz zu 
den meisten anderen Stoffen — in Schwefelsaure eine erheblich geringere 
Absorption aufweist als in sonstigen Lésungsmitteln (12), (13). Die 
starken, strukturlosen Banden bei 2850 und 2400 A werden durch eine 
einzige, viel schwachere Bande mit deutlicher Schwingungsfeinstruktur 
bei 2550 A ersetzt, die dem Benzolkern zuzuordnen ist (Abb. 6). Fiir 
Anilin in Schwefelsaure betrigt k bei 2530 A 270 em-!, Ak, gerechnet 
vom Maximum der starksten Teilbande (2530 A) bis zu dem kurzwellig 
anschlieBenden Minimum der Gesamtabsorption (2260 A) 240 em-!. 
Diese Werte entsprechen den an Benzol in organischen Lésungsmitteln 
gemessenen, liegen aber weit unter den an_ verschiedenen Benzol- 
abkémmlingen beobachteten Werten. Bei nachtraglicher Verdiinnung 
der Schwefelsiure treten keine erheblichen Anderungen im Spektrum 
des Anilins auf. 

Da bei Erhitzen von Anilin mit konzentrierter Schwefelsadure 
p-Aminobenzolsulfonsiure (Sulfanilsiéure) entsteht (11), liegt es nahe, 
deren Spektren zum Vergleich zu untersuchen. Es findet sich aber kein 
Anhalt dafiir, daB diese Reaktion bei unseren Versuchsbedingungen 
eintritt. Denn die Sulfanilsiure zeigt in Wasser und in Schwefelsaure 
ein von Anilin erheblich abweichendes Verhaiten (Abb. 6 und 8). Vor 
allem ist zu bemerken, daB ihre Absorption in Schwefelsiure viel héher 
ist als die von Anilin und auBerdem auch in der spektralen Lage merklich 
verschieden ist. Sulfanilsiure selbst wird durch Schwefelséure in 
ihnlicher Weise veraindert wie Anilin, insofern als eine Senkung der 
Absorption und eine deutliche Aufspaltung in Teilbanden eintritt: 
die Verschiebung des Maximums erfolgt aber in der Richtung nach 
langen Wellen. Die Anderung des Spektrums wird schon durch geringe 
Schwefelsiurezugaben (2°) in kurzer Zeit bewirkt, so daB in dieser 
Beziehung wieder Ubereinstimmung mit Anilin besteht (s. unten). — 
Nach Lage und Struktur sind die Schwefelsiurespektren von Anilin 
und Benzol bzw. Benzolsulfonsiure einander sehr ahnlich; es besteht 
aber, wie nochmals hervorgehoben sei, eine starke Abweichung im 
Betrage des Absorptionskoeffizienten. 

Eine Reaktion, welche die Einbringung des Anilins (oder der 
Sulfanilsaure) in konzentrierte Schwefelsiure mit ihren mannigfachen 
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Wirkungsmoglichkeiten erfordert, liegt bei der starken Anderung des 
Spektrums nicht vor. Denn schon die Zugabe von !/,, Volumen Schwefel- 
siure zu alkoholischer Anilinlésung gibt den beschriebenen Wechsel 
der Absorption (zunachst fallt Anilinsulfat aus, das sich mit wachsender 
Saurezugabe wieder auflést). Der starke EinfluB, den der Einbau der 
NH,-Gruppe an den Benzolkern ausiibt', wird durch die Schwefelsiure 
aufgehoben. Wir werden sogleich mehrere Stoffe nennen, die dasselbe 
Verhalten zeigen. Solvatation und Anderungen am N-Atom der Amino- 
gruppe durch Salzbildung (Umwandlung vom drei- in fiinfwertigen Stick- 
stoff) sind zur Deutung der Erscheinung herangezogen worden (12), (13). 
Auch HCl andert bei Anilin und sonstigen aromatischen Aminen die 
Absorption im Sinne einer Verschiebung nach dem Kurzwelligen und An- 
niherung an das Benzolspektrum [die hierher gehérigen Arbeiten sind 
bei (7), S. 123 angefiihrt, vgl. auch (17)]. 

Ein dem Anilin sehr ahnliches spektrales Verhalten zeigen beim Ver- 
gleich von Ather und Schwefelséure als Lésungsmittel folgende Stoffe (13): 
C,H,.NHCH,, C,H,.N(CH;),, C,H;.NH.C,H,;, C,H,.NH.CH, 
.CgH;. Hierher gehért ferner das Spektrum von C,H; . NHOH in Schwefel- 
saure, waihrend die Absorption in Ather geringer ist als bei den anderen 
Aminen; bei C,H;.NHNH, ist der Betrag der Absorption in den beiden 
Lésungsmitteln wenig verschieden und recht hoch (13). Benzidin (Diamino- 
diphenyl) zeigt ebenso wie die bisher genannten aromatischen Amine eine 
Verlagerung der Ultraviolettabsorption nach Kurzwellig in Schwefelsaure 
oder Schwefelséurealkoholgemisch gegeniiber reinem Alkohol! als Lésungs- 
mittel, doch fehlt die Senkung der Absorption (Abb. 6, in Alkohol liegt das 


Maximum bei 2830 A, log k = 4,7). 


Aromatische Aminosduren. 


Uber das spektrale Verhalten von Tyrosin (Abb. 7) ist nichts be- 
sonderes zu bemerken; Verdiinnung der Schwefelséure auf 25°, ergibt 
keine meBbare Verinderung. Dagegen treten auffillige Unterschiede 
bei Phenylalanin und Dioxyphenylalanin hervor (Abb. 7). Bei dem 
erstgenannten Stoff ist die Absorption in Schwefelsiure gegeniiber 
schwacher Lauge (1 Tag alte Lésungen) stark veraindert, im ganzen 
betrachtet verstarkt und nach dem Langwelligen verschoben*. Umgekehrt 
ist es bei Dioxyphenylalanin: hier ist das Spektrum in Schwefelsiure 
nicht von anderen Phenylverbindungen mit einfachem Spektralverhalten 
verschieden, waihrend in n/10 NaOH eine starke Reaktion eintritt, 
die zu einer bis in das Sichtbare reichenden, strukturarmen Absorption 
fiihrt, welche die Absorption in Schwefelsdure weit tibertrifft ; es handelt 


' Dieser EinfluB wird auch bei einem Vergleich der Spektren der Benzoe 
saure und der o-Aminobenzoesaéure deutlich (17). —- 2 Bei verschiedenen 
Versuchen wechselte das gegenseitige Starkeverhailtnis der Banden bei 
3350 und 2700 A, die Ursache dieser fiir die jetzige Betrachtung nicht 
wichtigen Schwankungen kann ohne eingehendere Priifung nicht an- 
gegeben werden. 


R * 
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sich um eine bleibende Umwandlung, denn die Absorption verandert sic/, 
bei Zugabe von reichlich H,SO, nicht. Diese stark braunen Lésungen 
zeigen eine merkliche Fluoreszenz. Art und Anordnung der Substituenten 
bedingen also trotz anscheinend nicht sehr erheblicher Veranderung 
des Gesamtaufbaus doch sehr starke Unterschiede in der Angreifbarkeit 
und BeeinfluBbarkeit der Molekiile. Diese aus chemischen Erfahrungen 
selbstverstandlich langst bekannte Erscheinung war in den MeBbeispielen 
unserer Untersuchungsreihe bereits an den Schwefelsiurespektren der 
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Abb. 7. Aromatische Aminosiuren, 

—— 1 Tyrosin (Oxyphenylalanin, 

OH.C,H,.CH,.CHNH,.COOH. 

2 Dioxyphenylalanin, 

(OH)..CgH,.CH,.CHN H,..COOH. 
weeeee 3 Phenylalanin, 

C,H,;.CH,.CHNH,.COOH, 

1 bis 3 in 96 %/piger Hy SO,. 





—— 4 Dioxyphenylalanin in 0,4 °/,iger 
NaOH. 

-5 Phenylalanin in 0,4 °/oiger 
NaOH. 
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Trioxybenzole aufgefallen und wird uns z. B. bei den Gallensauren 
wieder begegnen. AuBerdem sei in diesem Zusammenhang an die 
starken Unterschiede erinnert, die bei den physikalischen Konstanten, 
z. B. bei den Schmelzpunkten, durch Anderyng der Stellung der gleichen 
Substituenten am Benzolkern auftreten. 


Aromatische Glucoside. 


In der friiheren Arbeit wurde das Schwefelsiurespektrum des 
Salicins angegeben [(la), Abb. 5]. Hier wird als weiteres Beispiel das 
Arbutin, ein Glucosid des Hydrochinons, hinzugefiigt (Abb. 5). Die 
Absorption setzt sich nicht in einfacher Weise aus den Wirkungen des 
aromatischen Grundkérpers und des Zuckers zusammen, sondern es 
kommt eine gegenseitige Beeinflussung hinzu. Sehrdeutlich war dies beim 
Salicin, bei dem die kraftige Bande im Griin auffiel; sie ist vielleicht 
auf ein Zusammenwirken des aus dem Zucker entstehenden Furfurcls 
mit dem Saligenin oder dessen Umwandlungsprodukt mit Schwefelsdure 
zuriickzufiihren. Es besteht hier eine Vergleichsméglichkeit zu den 
mannigfachen zusammengesetzten Farbreaktionen, die in konzentrierter 
Schwefelsiure Kérper mit sichtbarer Absorption liefern. Beim Arbutin 








——.. af. 
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t sich ist zu bemerken, daB die Héhe der Absorption geringer ist, als einfacher 
ingen Erwartung entspricht; der Verlauf der Kurve laBt sich dagegen durch 
anten Uberlagerung von Hydrochinon- und Furfurolbanden recht gut ver- 
rune stehen. Der steile kurzwellige Anstieg ist ganz durch den Hydrochinon- 
rkeit anteil des Molekiils bedingt. In nachtraglich verdiinnter Saure riickt die 
ngen Absorption nach dem Kurzwelligen, wie es dem Verhalten von Furfurol 
vielen entspricht. Dadurch ergibt sich zugleich seine Annaherung an das 
r der gewohnliche Absorptionsspektrum des Arbutins, wahrend beim Salicin 


trotz einer Verschiebung in demselben Sinne eine gréBere Abweichung 
bestehen bleibt [vgl. (16)]. 
Verschiedene Benzolabkémmlinge. 
Die in Abb.8 abschlieBend zusammengestellten Absorptions- 


H. spektren geben ein anschauliches Bild von der Verschiedenheit der vor- 
kommenden Méglichkeiten. AuBerdem sei noch erwahnt, daB Atoxyl 
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(aminophenylarsinsaures Natrium) eine schwache, strukturierte Ab- 

sorption ergibt, die dem Schwefelsiurespektrum des Anilins ahnlich 

des — ist, und daB diphenylphosphorsaures Natrium eine starkere Absorption, 

| das aber mit nur mabig entwickelter Bande bei 2600 A (mit etwas Struktur), 
Die liefert. Sehr schlecht ist die selektive Benzolbande bei Thymol (Abb. 8) 

1 des entwickelt, bei dem durch die Schwefelsiure eine Verwischung der Ab- 
nm es sorption eintritt; denn in Alkohol ist eine steile Bande bei 2800 A vor- 
beim handen (log k bei 2800 A nahezu 4), fiir die A log k — bezogen auf das 


eicht Minimum bei 2450 A — gréBer als 1 ist. Zu der Umwandlung des Spek- 

urols trums des Thymols ist eine erhebliche Schwefelsiurekonzentration 

sure erforderlich ; 20 % H,SO, reichen in Alkohol bei eintagiger Einwirkung 
den noch nicht aus, 70 % dagegen fiihren sie in einigen Minuten herbei. 


erter Mit Tannin, einem Ester der Gallussaure, wird dieselbe Schwefelsaure- 
putin absorption erhalten wie mit Gallussaure selbst (Abb. 8). — SchlieBlich 
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sei noch auf die abgebildeten, strukturarmen Spektren der beiden 
Nitrokérper hingewiesen. Nachtragliche Verdiinnung der Schwefe! 
siure bedingt bei Dinitrophenol und Thymol nur eine geringe, bei Tannin 
eine gréBere Verschiebung nach dem Kurzwelligen (fast 400 A bei Ver- 
diinnung auf 3°), waihrend der Aufbau des Spektrums erhalten bleibt 


Fluoreszenz, Messungen in Phosphorsdure. 

Keiner der in diesem Abschnitt behandelten Stoffe zeigt in Schwefe! 
saure eine nennenswerte Fluoreszenz. Sehr haufig ist bei Erregung mit lang 
wellig-ultraviolettem oder kurzwellig-sichtbarem Licht iiberhaupt kein 
Leuchten erregbar. Bei den Verbindungen, welche in diesem Spektral 
bereich nicht merklich absorbieren, entspricht dieses Verhalten durchaus 
der Erwartung. 

In Phosphorsiure wurden nur sehr wenig Messungen durchgefiihrt. 
Pyrogallol zeigt dasselbe Spektrum wie in Schwefelséure. Phloroglucin 
ldsungen in Schwefelséure geben bei Zugabe von reichlich Phosphorséure 
keine Verschiebungen in der Lage der Banden, wohl aber betrachtliche 
Unterschiede in ihrer Starke (Abnahme des langwelligen Anteils). 


Uher die Anwendbarkeit der Sthwefelsdurespektren zur Konzentrations~ 
bestimmung. 


In geeigneten Fallen kénnte die Anwendung von Schwefelsaure bei 
dem Nachweis der Zucker vielleicht niitzlich sein, denn bei ihnen tritt 
eine starke, gut ausgepragte Absorption auf, die in anderen Lésungs- 


mitteln fehlt (la). Das gleiche gilt in etwas schwacherem Mae von den 
in Abschnitt C besprochenen Oxvearbonsduren. Anders liegen die Ver- 
haltnisse bei den aromatischen Verbindungen. Diese absorbieren schon 
in den gebrauchlichen Lésungsmitteln, z. B. Hexan, Alkohol oder Wasser. 
sehr stark, so daB die Anwendung von Schwefelsdiure vielfach keinen 
Gewinn bringt, wenn sie nicht etwa aus anderen Griinden angezeigt 
sein sollte. Durch die Schwichung der Teilbanden und die geringere 
Auspragung der Gesamtbanden wird konzentrierte Schwefelsiure bei 
manchen Verbindungen sogar weniger geeignet sein als andere Lésungs- 
mittel. Giinstig verwendbar wire sie von den besprochenen Stoffen 
z. B. bei der Benzoesaure, da hier die Absorption zwar nicht verstarkt. 
aber in einen der Messung leichter zuganglichen Bereich geriickt wird. 
Fiir den Nachweis mit diesem Verfahren kame ferner Phloroglucin 
in Betracht, da eine starke, freilich ziemlich breite Bande im mittleren 
Ultraviolett neu auftritt, wobei der Unterschied gegeniiber anderen 
Trioxybenzolen wesentlich sein kann, desgleichen die Verdnderung 
des Spektrums bei nachtraglicher Verdiinnung der Saéure. Wie weit die 
beschriebenen oder fiir bestimmte Aufgaben noch naher zu unter- 
suchenden Sondereigenschaften der Absorption fiir den Nachweis 
einzelner Stoffe verwertet werden kénnen, lait sich allgemein nicht 
beurteilen: es kommt ganz auf die Eignung der sonst bekannten Nach- 
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weisverfahren sowie auf die Art der aufzuarbeitenden Kérperfliissigkeiten 
oder Gewebe, auf die Natur der Begleitstoffe und die Gesamtheit der 
Versuchsbedingungen an. Bei keinem der bisher behandelten Benzol- 
abkémmlinge ergibt sich die Méglichkeit zu einer empfindlichen kolo- 
rimetrischen Messung, da die Absorption niemals in geniigender Starke 
in das sichtbare Gebiet reicht. Hierzu ware die Einleitung weiterer 
Reaktionen durch Hinzufiigung anderer Stoffe erforderlich; doch muB 
die Eindeutigkeit eines solchen Verfahrens stets eingehend gepriift 
werden. Bei den im allgemeinen schwicheren Absorptionsbanden, 
die bei Farbreaktionen in Schwefelsdure zur Grundlage der Auswertung 
gemacht werden, ist die Gefahr einer Beeinflussung durch Begleit- 
stoffe recht groB, besonders wenn nicht spektrale Zerlegung oder 
wenigstens Messung mit mehreren verschiedenen, engen Filtern zu 
Hilfe genommen wird. 

Die bisherigen Messungen lassen noch viele Fragen offen, besonders 
wiirde fiir die physikalisch-chemische Auswertung der EinfluB8 der gegen- 
seitigen Stellung der Substituenten einer genaueren Untersuchung an noch 
mehr Stoffen bediirfen. Es ist aber zunachst nicht beabsichtigt, die hier 
dargestellten Messungen an einfachen Benzolabkémmlingen noch zu er- 
weitern. Die bisherigen Ergebnisse erméglichen einen ersten Uberblick und 
erstrecken sich zugleich auf Stoffe, die unmittelbar in der Natur vorkommen 
oder doch die Grundlage fiir eine Reihe biologisch wichtiger Kérper bilden. 
In den spateren Abschnitten werden wir uns nach der Besprechung von 
aithylen- und carbonylhaltigen Verbindungen (einschlieBlich einiger vom 
Benzol abgeleiteter) mit Stoffen befassen, die heterocyclische Ringe und 
verwickeltere Ringsysteme enthalten und bemerkenswerte Absorptions- 
eigenschaften aufweisen. Die Auswahl und Anordnung wird sich haupt- 
sichlich nach der Bedeutung fiir die Biochemie richten. 


Zusammenfassung. 


Viele gesittigte Verbindungen ergeben in konzentrierter Schwefel- 
siure wie auch in anderen Lésungsmitteln keine erhebliche Absorption 
im Bereich von 2200 oder wenigstens 2500 und 7200 A. Bei einigen 
Oxycarbonsiéuren tritt eine starke Bande im kurzwelligen Ultraviolett 
auf. Die untersuchten Benzolabkémmlinge zeigen durchweg starke 
Absorption, die — wie auch in anderen Lésungsmitteln — im allgemeinen 
nach dem Langwelligen scharf begrenzt ist und vielfach Kernschwingungs- 
feinstruktur erkennen laBt. In manchen Fillen tritt unter dem EinfluB 
der Schwefelsiure eine erhebliche Anderung der Absorption ein. Als 
Beispiele sind Anilin, Phloroglucin und Benzoesiure zu nennen. Bei 
letzterer wird die Absorption ohne Anderung ihres Verlaufs nach dem 
Langwelligen verschoben, bei den beiden anderen genannten Stoffen 
aber qualitativ stark beeinfluBt: die Absorption von Anilin ist in 
Schwefelsaure stark vermindert: bei Phloroglucin tritt eine langwellige 
Bande neu auf. Unter den vermessenen Stoffen sind auch aromatische 
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Glucoside und Aminosiuren. Die Anwendbarkeit der Schwefelsaure 
spektren zu Konzentrationsbestimmungen wird besprochen. In keinen 
der untersuchten Fille reicht die Absorption im Sichtbaren zur Ent 
wicklung eines einfachen und empfindlichen kolorimetrischen Ver 


fahrens aus. 
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Zur Methodik der Bestimmung yon Eiweibabbauprodukten. 
Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster.) 
(Eingegangen am 10, Januar 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In jiingster Zeit hat Utkin! auf die Brauchbarkeit der Koberschen 
Methode der jodometrischen Bestimmung von Eiweibabbauprodukten 
bei der fermentativen EiweiBspaltung hingewiesen. Das Verfahren 
beruht darauf, daB die EiweiBabbauprodukte, Peptide und Aminosauren, 
mit Kupferhydroxyd in neutraler oder schwach alkalischer Lésung 
lisliche Kupferkomplexverbindungen bilden, wahrend unverandertes 
KiweiB ausgefallt wird. Das in Lésung befindliche Kupfer wird jodo- 
metrisch bestimmt und hieraus der Aminostickstoff berechnet. Die 
Kupferverbindungen von Aminosduren und niederen Peptiden sind 
tiefblau gefarbt, die von héheren Peptiden und Peptonen violett. Die 
einbasischen Aminosiéuren verbinden sich mit !/, Molekiil Cu(OH),, 
die zweibasischen Aminosiuren mit 1 Molekiil Cu(QH),. Nach den 
Untersuchungen von Kober und Sugiura? treten Peptide unabhangig 
von der Zahl der Aminoséuren stets nur mit 1 Molekiil Cu(OQH), zu- 
sammen. Es gelingt also nicht, die Anzahl der Aminogruppen in den 
Peptiden zu bestimmen, da bei gleichem Kupfergehalt eine wechselnde 
Anzahl von Aminogruppen gebunden sein kann. Werden héhermolekulare 
Peptide zu niederen gespalten, so wird eine gréBere Menge Cu gebunden. 
Zeigt sich dagegen eine Abnahme, so miissen niedere Peptide zu héheren 
aufgebaut sein. 

Besonders geeignet ist die Kobersche Methode fiir vergleichende 
Untersuchungen der Beeinflussung der Wirks«a.keit von proteolytischen 
Fermenten durch chemische oder physikalische Eingriffe. Handelt es 
sich z. B. um die Untersuchung von Giftwirkungen, so ist in erster 
Linie die Frage der Hemmung oder Férderung der Fermentwirksamkeit 
von Bedeutung, nicht aber die genaue Ermittlung der einzelnen Ab- 
baustufen. 

Utkin hat die Kobersche Methode vereinfacht. Er fallt das Eiweib 
nicht mit einer wasserigen Aufschwemmung von Cu(OH), aus, sondern 
erzeugt dieses in der zu untersuchenden Lésung durch Zugabe von 


! Utkin, diese Zeitschr. 263, 69, 1933. — ? Kober u. Sugiura, zit. n. Utkin, 
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Kupferchlorid und Natronlauge. Der Niederschlag von Cu(OH), und 
KupfereiweiB 1aBt sich nur sehr schlecht filtrieren, und das Filtrat 
ist haufig getriibt. Bei Versuchen mit tierischen Geweben ist das Ver. 
fahren nicht anwendbar, weil auch die im Gewebe enthaltenen Kohlen. 
hydrate mit Kupfer komplexe Verbindungen geben. 


Bei der Untersuchung des Abbaus von bestimmten Eiweifstoffen 
durch Pepsin oder Trypsin, wo keine stérenden Kohlenhydrate zugegen 
sind, wurde von uns die Ausfallung des EiweiBes und die Bildung de1 
komplexen Kupferverbindungen durch Zusatz von Kupfersulfat und 


Magnesiamilch vorgenommen. Der Niederschlag 1a8t sich dann sehr 
gut filtrieren, das Filtrat ist stets vollkommen klar. 


Bei der Auswahl der verwendeten Pufferlésungen sind alle Lésungen 
zu vermeiden, die Kupferkomplexsalze bilden, z. B. Lactat-, Citrat- und 
Tartratpufferlésungen. Die Milchséure selbst bildet keine Komplex 
verbindungen, sondern nur die Anhydridform-Lactylmilchsiure. Die 
Gewebsmilchsaure stért die Bestimmung nicht. Da auch Glycerin komplexe 
Kupferverbindungen gibt, sind Glycerinextrakte von Fermenten nach 
Moéglichkeit zu vermeiden. Im folgenden sei kurz die Brauchbarkeit de: 
Methode an Versuchen gezeigt, in denen der Abbau von einigen Eiweil}- 
stoffen und Pepton durch Pepsin und Pankreatin (Merck) gepriift wurde. 
Als Substrat fiir die Untersuchung der Pepsinwirkung diente Casein (Ham- 
marsten, Merck) und EiereiweiB8 (Albumen ovi sice., Merck), fiir die Unter- 
suchung der Trypsinwirkung Casein und Gelatine. Die Pepsinwirkung 
wurde in n/20 HCl untersucht, die Trypsinwirkung in Boratpufferlésung 
pu = 8,8. Die Konzentration des Pepsins bzw. Pankreatins in den Versuchen 
betrug 0,2%, der EiweiB- bzw. Peptonzusatz 1%, das Gesamtfliissigkeits 
volumen 25cem. Die Versuche wurden fiir die Dauer von 5 Stunden nach 
Zusatz von einigen Tropfen Toluol in den Brutschrank von 37° gestellt 
und sodann durch Zusatz von 25,0 cem 10%iger Kupfersulfatlésung und 
50,0cem Magnesiumoxydsuspension (100g MgO + 3000cem H,0O bei 
Untersuchung der Pankreatinverdauung, 200g MgO + 3000cem H,0O 
bei Untersuchung der Pepsinverdauung) unterbrochen. Das Gesamtvolumen 
betraigt also 100 ecem. Der Inhalt der Flaschen wird des 6fteren gut durch- 
geschiittelt. Durch das bei der Umsetzung von Kupfersulfat mit Magnesium 
oxyd entstehende Cu(O H), wird alles nicht verdaute Eiwei® niedergeschlagen. 
Um den Eigenverbrauch der Reagenzien an Kupfer zu ermitteln, wurde 
ein direkter Versuch, bei dem die Fermenttatigkeit sofort zu Versuchs- 
beginn unterbrochen wurde, angestellt. Nach einstiindigem Stehen wird 
durch ein trockenes Faltenfilter filtriert. Zur Bestimmung des in Lésung 
gegangenen Kupfers werden 50cem des Filtrats mit 3ccm Eisessig an- 
gesiuert, wodurch die blaue bzw. violette Farbung der Lésung verschwindet. 
Sodann werden 6ccm Jodkalilésung (40g KJ ad 100 ccm) hinzugefiigt 
Die *Lésung farbt sich durch das freiwerdende Jod braun. Cu + 2 J’ 
= CuJ + '/,J,. Das freie Jod wird gegen n/100 Thiosulfat nach Zusatz 
von Starke als Indikator bis zum Verschwinden der blauen Jodfarbe titriert 
Der sofort unterbrochene direkte Versuch zeigt meist keinen oder nur seh: 
geringen Thiosulfatverbrauch. 


Es wurden jesechs Parallelversuche angesetzt. Die erhaltenen Titrations 
werte sind auf 50 cem Filtrat bezogen und in Tabelle I zusammengestellt. 
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Tabelle I. cem n/100 Na,S,O,. 





Pepsin Pankreatin 


Casein EiereiweiB Pepton Casein 


Gelatine Pepton 


3,30 3,25 6,85 15,40 5,60 14,65 
3,15 3,40 6,80 15,50 5,75 14,75 
3,15 3,30 7,00 15,40 5,65 14,50 
3,30 3,45 §,90 15,60 5,85 14,55 
3,25 3,25 6,70 15,15 5,55 14,80 
3,15 3,30 6,75 15,45 5,50 14,70 


Mittel : 3,20 3,33 6,83 15,42 5,65 14,66 


LE al 


w 


Oe 


In den direkten Versuchen bei Zusatz der Eiweifstoffe tritt keinerlei 
Verbrauch an Thiosulfat auf, in den Peptonversuchen ein Verbrauch 
von 4,90 cem, der bei der Berechnung der umgesetzten Menge von den 
in der Tabelle angegebenen Titrationswerten subtrahiert werden muB. 
Die Streuungen in den Einzelversuchen sind nur gering und betragen 
wenige Prozente, so daB die Methode fiir vergleichende Untersuchungen 
durchaus brauchbar ist. 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, werden Casein und Eiereiweif 
durch Pepsin annahernd gleich schnell gespalten. Besonders leicht 
abgebaut wird Casein durch Pankreatin. Eine nicht sehr erhebliche 
Spaltung des Peptons tritt unter der Pepsinwirkung auf, wahrend 
das Pepton durch Pankreatin leichter aufgespalten wird. 

In ahnlicher Weise wie im Magen-Darmkanal werden die Eiweib- 
kérper im Gewebe abgebaut. Die Hauptrolle spielt hier das Kathepsin, 
wahrend eine Tryptase meist fehlt. Die durch das Kathepsin gebildeten 
Polypeptide werden durch eine erepsinihnliche Peptidase bis zu 
Aminosiuren gespalten. Der Unterschied zwischen Pepsin und dem 
Kathepsin zeigt sich besonders an den fiir die beiden Fermente 
optimalen px. Das Optimum der Pepsinwirkung liegt im extrem sauren 
Gebiet (px = 1,5 bis 2,0), das des Kathepsins dagegen bei einem px von 
etwa 4,0. Durch die im Gewebe bei der Autolyse entstehende saure 
Reaktion wird der Wirkungsbereich des Kathepsins erreicht, und es 
erfolgt ein Abbau des Gewebseiweifes zu Polypeptiden. 

Zur Untersuchung der Kathepsinwirkung ist die Kobersche Methode 
sehr geeignet. Es ist hierbei notwendig, daB die im Gewebe vorhandenen 
Kohlenhydrate, die gleichfalls mit Kupferhydroxyd komplexe Ver- 
bindungen geben, entfernt werden. Das gelingt leicht in der Weise, daB 
die Fallung von Kupferhydroxyd durch Kupfersulfat und Kalkmilch 
erzeugt wird. Hierbei werden die Kohlenhydrate als unlésliche Kupfer- 
Kalkverbindungen niedergeschlagen. Zur Bestimmung des komplex 
gebundenen Kupfers wird vorteilhaft so vorgegangen, da® das un- 
veranderte EiweiB zunachst durch Hitzekoagulation oder durch Fallung 
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mit Trichloressigsiure entfernt und dann in einem aliquoten Teil des 
Filtrats die Kupfer-Kalkfallung angeschlossen wird. Um Auskunft 
iiber das weitere Schicksal der Polypeptide zu erhalten, die unter der 
Kinwirkung des Kathepsins entstanden sind, kann man so vorgehei 
da das saure Hydrolysat auf eine schwach alkalische Reaktion o 
bracht wird und dann weiter der Fermenttatigkeit tiberlassen bleibt 
Durch die Alkalisierung wird die Kathepsinwirkung aufgehoben und das 


Wirkungsoptimum der Gewebspeptidase erreicht. Rona und Mis/o 
witzer' fanden eine geringe, nicht regelmaBige Weiterspaltung im alkali. 
schen Gebiet. Hierbei nahm die Fraktion des Amino-N nur sehr wenig 
zu. Uber das Verhalten der Polypeptidfraktion geben die Versuche von 


Rona und Mislowitzer keine Auskunft. Durch die Ereptasewirkung 
kénnen die Polypeptide einmal zu niederen Peptiden aufgespalten 
oder zu gréBeren Polypeptidketten zusammengelagert werden, wobei 
im ersteren Falle die Menge des komplex gebundenen Kupfers zu-, im 
letzteren abnehmen miiBte. 


Wir gingen in der Weise vor, daB wir die Autolyse zunachst in 
saurer Lésung (px = 3,9) vor sich gehen lieBen und nach 24 Stunden 
durch Hitzekoagulation nach Zusatz von Na Acetat bei einem pa = 4,7 
enteiweiBten. Das Hydrolysat wurde sodann mit NaOH auf ein px 
von 7,5 gebracht und nach Zusatz von Phosphatpuffer pa = 7,36, m 10, 
frischem Gewebe zugesetzt. Nach,weiteren 24 Stunden wurde der Ver- 
such durch Zusatz von HCI bei einem Saéuregrad von pu = 4,7 durch 
Kochen unterbrochen. Bestimmt wurden der Gesamtstickstoff des 
zugesetzten Gewebes (GN) und der Reststickstoff einmal nach Ent- 
eiweiBung durch Kochen und im Filtrat der Kupfer-Kalkfallung. 

Im folgenden sei die Versuchsanordnung im einzelnen beschrieben. 


Zur Untersuchung der Autolyse dienten tlie Organe von Kaninchen. 
Die Tiere wurden durch Nackenschlag getétet, entblutet und die erforder- 
lichen Organe mit der Fleischmaschine oder der Schere zu einem feinen 
Brei zerkleinert. Als Suspensionsfliissigkeit wurden verwendet: Acetat- 
pufferlésung, py = 3,95 (25 g Eisessig, 10,5 g Na-Acetat . 3 aq. ad 2000 ccm) 
und Phosphatpufferlésung, m/10, py = 7,36). Die Menge der F afferlésung 
betrug das Zehnfache der verwendeten Gewebemenge (4 bis 6g). Zur Ver- 
hiitung des Bakterienwachstums wurden einige Tropfen Toluol hinzugefiigt. 
Die Versuche kamen fiir die Dauer von 24 Stunden in das Wasser eines 
Thermostaten von 30°. Die EnteiweiBung wurde durch Hitzekoagulation 
vorgenommen. Zur Erreichung des isoelektrischen Punktes des Eiweibes 
wurden auf 20cem Acetatpufferlésung 5ccm einer Acetatlésung (105 ¢ 
Na-Acetat + 200g NaCl ad 1000 ccm) hinzugefiigt. Die Kolben wurden 
1'/, Stunden im siedenden Wasserbad gehalten. Die EnteiweiBung ist dann 
volilstandig. Nach dem Erkalten wurde der Kolbeninhalt in einem 150 ccm- 
MeBkolben gespiilt, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und filtriert. In den 


1 Rona u. Mislowitzer, diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
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\ersuchen ohne Pufferung wurde die EnteiweiBung durch Zusatz von 
i0cem Acetatpufferlésung pH = 4,7 (136g Na-Acetat .3aq., 60g Kis- 
essig ad 1000cem) und 2g NaCl vorgenommen. In den Versuchen mit 
Phosphatpufferlésung wurde mit Essigsaure angesduert (5 ccmeiner 2,2 ©jigen 
Essigsiurelésung + 5ccm Acetatpufferlésung pu = 4,7 auf 20cem Phos- 
phatpufferlésung). 


Das Hydrolysat wurde in der Weise gewonnen, da gréBere Mengen 
(Giewebe mit der fiinffachen Menge Acetatpufferlésung py 3,9 24 Stunden 
digeriert wurden. Nach der EnteiweiBung wurde mit Natronlauge neu- 
tralisiert und sodann mit der gleichen Menge bzw. in einigen Versuchen 
mit 1/, des Volumens einer Phosphatpufferlésung py = 7,36, m/1LO, versetzt. 
Der Zusatz an Hydrolysat betrug das Zehnfache der Gewebsmenge. Zur 
EnteiweiBung der Versuche mit Hydrolysatzusatz wurde eine bestimmte 
Menge Salzsaure, um py 4,7 zu erreichen, hinzugefiigt. In einem ali- 
quoten Teil des Filtrats wurde der nicht koagulable Stickstoff nach Kjeldahl 
in der Anordnung von Folin, die von uns etwas abgeandert wurde, bestimmt. 
In 75cem des Filtrats, entsprechend dem halben Versuchsansatz, wurden 
die Kohlenhydrate durch Zusatz von 10 cem 20% iger Kupfersulfatlésung 
und 30cem Kalkmilch (1 kg CaO + 5 Liter H,O) nach Salkowski entfernt 
und das Ganze auf 150cem aufgefiillt. Hierbei gehen die Peptide und 
Aminosauren als Kupferkomplexverbindungen in Lésung. Nach haufigerem 
Umschiitteln und Stehen iiber Nacht wird durch Faltenfilter filtriert und 
in aliquoten Teilen des Filtrats das in Lésung befindliche Kupfer und der 
Reststickstoff bestimmt. Zur Ermitthing des Kupfergehalts werden 30 bis 
50 cem des Filtrats mit 3cem Salzsiure (1:1) und 6cem K J-Lésung ver- 
setzt und das in Freiheit gesetzte Jod mit Thiosulfat titriert. 

Zur Bestimmung des Stickstoffes diente die Kjeldahl-Methode in der 
Anordnung von Folin. Nach Folin wird das durch Natronlauge in Freiheit 
gesetzte Ammoniak mittels Durchleiten von Luft in eine Vorlage von Schwefel- 
siure getrieben. Um Verluste an Stickstoff durch ungeniigende Absorption 
in der Schwefelséure zu vermeiden, benutzten wir die aus der Zeichnung 
ersichtliche Apparatur. Sie besteht aus zwei mit 20 %iger Schwefelsiéure 
beschickten Waschflaschen, um das Ammoniak aus der Luft zu binden, 
einem 100 cem Kjeldahl-Kolben zur Aufnahme der Untersuchungslésung 
und der Vorlage. Die Vorlage besteht aus einem 100-cem-Verseifungs- 
kolben, der mit einem 30cm langen Glasturm (Hempelaufsatz) versehen 
ist. Dieser ist zu ?/, mit kleinen Raschig-Ringen aus Glas (0,6. 0,6 em) 
gefiillt. Hierdurch wird beim Durchsaugen der Luft eine VergréBerung 
der Oberflache der absorbierenden Schwefelsaure erreicht, so daB die Bindung 
des Ammoniaks durch die Schwefelsaure vollstandig ist. Durch ein U-férmig 
gebogenes Kugelrohr zwischen Kjeldahl-Kolben und Vorlage wird durch 
den Luftstrom eventuell mitgerissene Leauge zuriickgehalten. Es erwies 
sich als zweckmabig, stets zwei Apparate hintereinander zu schalten, da 
alle Bestimmungen doppelt ausgefiihrt wurden. 

Der Gang der Bestimmung ist kurz folgender: Die Vorlage wird mit 
25 eem n/100 H, SO, gefiillt, der Kjeldahl-Kolben mit der zu untersuchenden, 
nach Kjeldahl veraschten Substanz. Bei geéffneten Hahnen der bis auf 
den Boden der Kjeldahl-Kolben reichenden Trichterrohre wird die Wasser- 
strahlpumpe angestellt und sodann 33 °G4ige Natronlauge durch das Trichter- 
rohr bis zur stark alkalischen Reaktion unter Nachspiilen mit Wasser 
hinzugegeben. Es wird hierbei zuerst der der Wasserstrahlpumpe am niachsten 
stehende Apparat II, dann nach SchlieBen des Hahnes Apparat I versorgt. 
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In 1'/, Stunden ist die Austreibung des Ammoniaks nach vorsichtigem 
Erwarmen der Kjeldahlkolben gegen SchluB beendet. Beim Unterbrechen 
ist darauf zu achten, da immer erst der Stopfen auf dem Absorptionsturi 
des Apparats I gelést wird, um ein Zuriicksteigen der stark alkalischen 
Lésung aus dem Kyeldahl-Kolben des Apparats II in die Vorlage von 
Apparat I infolge des bestehenden Unterdrucks zu vermeiden. Die Vorlage 
wird mit destilliertem Wasser in einen Titrierkolhen gespiilt und die iiber- 
schiissige Saure mit n/100 Natronlauge titriert. 

Als Indikator verwandten wir eine Mischung von Methylrot und 
Methylenblau (0,1 g Methylrot + 0,05 g Methylenblau in 500 cem 96 %igem 
Alkohol). Es entsteht ein scharfer Umschlag von violett nach farblos. Bei 














Abb. 1. 


geringem Laugeniiberschu8 tritt Griinfairbung auf. Der Umschlag ist 
schirfer als bei Verwendung von Methylrot allein. Das zum Unterbrechen 
_verwandte destillierte Wasser erhielt von vornherein einen Zusatz von 
Indikator und wurde je nach Reaktion mit einigen Tropfen n/100 Saure 
oder Lauge auf den Umschlagspunkt des Indikators, d. h. farblos, 
titriert. 

Die Ergebnisse einiger Autolyseversuche mit Leber, Niere und 
Muskel sind in der Tabelle II zusammengestellt. Einen Uberblick 
iiber die sich abspielenden fermentativen Vorginge erhalt man durch 
Betrachtung des Filtrats der Cu-Ca-Fallung. In den direkten Versuchen 
ohne Zusatz von Hydrolysat und Pepton ist das Filtrat ungefirbt bz 
zeigt einen schwach blaulichen Schimmer. In den Verdauungsversuchen 
mit Leber und Niere bei px = 3,95 ist das Filtrat tief blau, in denen mit 
Muskel schwach blau gefarbt. Die rein blaue Farbe zeigt an, daB hier 
niedere Peptide und Aminosiuren entstanden sind. Unter den gleichen 
Bedingungen ist in Phosphatpufferlésung keine Blaufairbung, in un- 
gepufferter Lésung eine schwache Blaufirbung aufgetreten. Es ist 
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Tabelle II. 











ige m 
chen 9 
turn & des Gesamt-X | Reat-Nin/y | «2/100 
schen . Ni - - a Na, 5,05 Organ 
von Sal- Sal- Cu-Ca | 54> cu Ca pe dB. 
is kowski kowski kowski 
iiber- 
Direkt Gesamt-N .. 3,140 3,140 “ . 
»  Rest-N 0,510 0,225 16,2 * 0,0) 0,0 1,20 
i = 3,95 1,6001,195 50,8 38,1 34,6, 30,9 12,55 
ygem Pu = 7,36 0,460.0,270 14,7 Lot 0,60 
Bei Destilliertes Wasser .  0,5500,399 17,5 12,7. 1,3 5,5 0,90 
~ 2 Direkt Gesamt-N .. 2,970 2,970 
> »  Rest-N 0,379 0,213) 12, 4 0,0 0,60 
Hydrolysat.. 1,460.0,935 8,05 
Pepton 1,758 0,916 9,20 
1,742 1,365 | 58, 5,9 38, 11,60 
Destilliertes Wasser . 0,507 0,355 4,: i 0,75 
pu = 7,36 ohne Zusatz 0,4370,289 | 14, 9,7 yf 0,50 
pu = 7,36 Hydrolysat 1,486 1,030 — 1,80 
pu == 7,36 Pepton ... 1,780,0,995 — | 3,10 
Direkt Gesamt-N ..  2,910'2,910 - 
»  Rest-N 0,574 0,336 1,65 
1,940 1,650 12,50 
Destilliertes Wasser . 0,775 0,612 5, ; 2,05 
0,490 0,336 1,35 
Direkt Gesamt-N .. 3,210 3,210 as 
»  Rest-N 0,521 0,370 ,5 1,40 
»  Hydrolysat .. | 1,595 1,130 : 8,90 
»  Pepton 1,880 1,095 - . 10,20 = 
ad 
0,624 0,455 . 19,6 3,4; 2, 2,45 z 
yr ist Destilliertes Wasser . 0,5940,406 18,4 2,3 1,55 = 
ae Pu = 7,36 ohne Zusatz 0,5100,341 15, ),4 — 0, 1,25 
i Pu = 7,36 Hydrolvsat §1,5161,050— - 7,20 
San pu = 7,36 Pepton ...  1,6451,025.  — ~ 7,40 
rblos, 5 Direkt Gesamt-N .. | 2,5602,560  - 
Rest-N 0,402 0,285 15, 0,80 
Hydrolysat I 1,6781,225_ - 9,60 
und 8 2,870 2,360 16,10 
rblick »  Pepton 3,130 1,880 20,10 
durch pa = 1,342 1,048 ‘ 9,95 
schen Destilliertes Wasser. 0,475 0,251 9, y i 0,50 
pu = 7,36 ohne Zusatz 0,382 0,186 3 i- 0,30 
bzw Pu = 7,36 Hydrolys.I 1,590 1,148 1,80 
nichen pu = 7,36 » II || 2,620/2,120 ‘ 6,50 
i ait Py = 7,36 Pepton ... 2,9801,796 — - 7,85 
3 hier 6 Direkt Gesamt-N .. 2,800 2,800 
ichen »  Rest-N 0,430 .0,212 15, 7,6 0,0 0,70 
Hydrolysat I 1,751 1,182 9,60 
cee 2,801 2,282 16,15 


Pepton 3,171:1,665' — ; 19,80 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





in 9/9 Differenz 
des Gesamt-N_ Rest-N in °/) 





n/100 
Na, 8,0, 
auf lg 
Cu-Ca  Gewebe 


Orgar 
Sal- Sal- 


Sal- ia e ’ ¢ 
Cu-Ca Cu-Ca oisakl 


kowski kowski 


Pu 1,550 1,190 55,4 42,5 40,0 34,9 13,00 
Destilliertes Wasser. 0,6280,470 22,6 16.8 7,2| 9,2 0,80 
pu = 7,360hne Zusatz 0,428.0,292 15,3 10,4 —0,1 2,8 0,30 
pu = 7,36 Hydrolys. I 1,7441,162  — 8,50 
pu = 7,36 » II | 2,710)1,838 8,60 
py = 7,36 Pepton ... 3,086 1,642 - 10,70 


mithin bei einem px von 7,36 kein Eiweif, in ungepufferter Lésung 
(pu = etwa 6,5) nur wenig EiweiB abgebaut worden. Besonders ein- 
drucksvoll sind die Versuche mit Zusatz von Leberhydrolysat und 
Pepton. Die tiefblaue Farbe des direkten Versuchs mit Hydrolysat- 
zusatz ist nach Digestion mit Phosphatlésung sehr stark abgeblabt 
Das gleiche gilt fiir die violette Farbe der entsprechenden Pepton. 
versuche. In diesen Versuchen hat also nicht nur keine Weiter- 
spaltung zu niederen Peptiden und Aminosauren stattgefunden, sondern 
es miissen sich hier Peptide zu héheren Peptiden zusammengelagert 
haben. 

Die qualitativen Unterschiede in der Fiarbung der Filtrate finden 
ihre quantitative Bestatigung in den Titrationswerten mit Thiosulfat 
Die Bestimmung des in Lésung befindlichen Kupfers ergibt in den 
direkten Versuchen ohne Zusatz einen nur sehr geringen Verbrauch 
an Thiosulfat (0,60 bis 1,20 cem n/100 Na, 8,0, pro g Leber). Die Werte 
steigen bei Digestion von Leber- und Nierengewebe in Acetatpuffer- 
lésung stark an (9,95 bis 13,00 cem), in Muskelgewebe, wo die Autolyse 
nur gering ist, wenig. Nach Digestion in ungepufferter Lésung bleiben 
die Titrationswerte gegeniiber den direkten Versuchen praktisch gleich. 
In Phosphatpufferlésung tritt in allen Fallen eine Abnahme der ver. 
brauchten Thiosulfatmengen auf, obgleich der Reststickstoffgehalt an- 
nahernd gleich geblieben ist. Noch deutlicher tritt diese Abnahme des 
in Lésung gegangenen Kupfers in den Versuchen mit Zusatz von Hydro- 
lysat und Pepton in Erscheinung. Gegeniiber den direkten Werten 
von 9,60 und 16,10 nach Zusatz von Hydrolysat betragen die Kupferwerte 
in Versuch 5 nach der Digestion nur noch 1,80 und 6,50 cem. Diese 
Versuche kénnen nur so gedeutet werden, da niedere Molekiile zu 
gréBeren Molekiilen aufgebaut sind. Wir beobachten also in schwach 
alkalischer Lésung eine Synthese von héheren Peptiden aus niederen, 
die bei saurer Reaktion durch das Kathepsin gebildet wurden. Da 
auch die Menge des Nichteiwei®stickstoffs in allen Versuchen mit 
Ausnahme von Versuch 2 sowohl nach EnteiweiBung nach Salkowshi 
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ils auch nach angeschlossener Cu-Ca-Fallung abgenommen hat, kénnte 
hieraus gefolgert werden, daB eine EiweiBsynthese aus den EiweiB- 
spaltprodukten stattgefunden hat, wenn auch mit der Méglichkeit 
gerechnet werden mu8B, daB es sich hierbei nicht um EiweiB, sondern 
um hoéhere fallbare EiweiBspaltprodukte handelt. Die Zunahme des 
koagulierbaren Stickstoffs und die Abnahme der Kupferwerte sind in den 
einzelnen Versuchen verschieden, in Versuch 5 z. B. gréGer als in Ver- 
such 6. Die Menge des Reststickstoffs nach Digestion in Acetatlésung 
ist in Versuch 5 dagegen niedriger als in Versuch 6. Einem starkeren 
Autolysevermégen steht also ein schwicheres Synthesevermégen gegen- 
iiber und umgekehrt. Die Abnahme der Kupferwerte kann nur zu einem 
geringen Teil auf die Bildung von koagulierbarem Stickstoff zuriick- 
gefiihrt werden, weil, wie Versuch 2 zeigt, die Kupferwerte auch ab- 
nehmen, wenn die Menge des Reststickstoffs nach EnteiweiBung nach 
Salkowski gleich geblieben ist oder nach Cu-Ca-Fallung sogar leicht 
zugenommen hat. Im Skelettmuskel, der nur wenig autolysiert, sind 
auch die synthetischen Vorginge weniger stark ausgeprigt. Diesen 
synthetischen Vorgingen laufen abbauende Vorgange parallel, denn 
nach den Untersuchungen von Rona und Mislowitzer! nimmt die Menge 
des Amino-N bei Digestion in schwach alkalischer Lésung zu. Das sich 
einstellende Gleichgewicht ist abhangig vom Sauregrad und der Menge 
der EiweiBspaltprodukte. Es wird um so schneller erreicht, je wirk- 
samer die beteiligten Fermente sind. Saure Reaktion verstarkt 
die lytische Wirkung, alkalische Reaktion die plastische Wirkung. 
Nach Rona, Mislowitzer und Seidenberg? verliuft die Autolyse der 
Leber von mit Phosphor vergifteten Tieren bei optimalem Saure- 
grad nicht schneller als die von Normaltieren; jedoch tritt eine Ver- 
mehrung des Amino-N auf. Das kénnte einmal darauf beruhen, daB 
die Aufspaltung der Peptide beschleunigt ist oder aber, daB die syn- 
thetischen Vorginge gehemmt sind. Die Verdinderungen des EiweiB- 
stoffwechsels wiirden denjenigen des Kohlenhydratstoffwechsels in 
Parallele zu setzen sein, wo gleichfalis die synthetischen Vorgiange ver- 
schlechtert sind. 

Aufbauende Vorginge in Organautolysaten sind seit langem be- 
kannt. Es sei hier an die sogenannte Plasteinbildung aus peptischen 
Spaltungsprodukten durch Pepsin-Salzsiure und Trypsin erinnert. 
Iwanoff* fand fiir die Hefegarung in alkalischer Lésung eine Vermehrung 
des durch Bleiacetat fallbaren Stickstoffs auf Kosten des Peptid-N, 
was er als eine Neubildung von Eiweifstickstoff betrachtet. Eine Ver- 


1 Rona u. Mislowitzer, diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 2 Rona, 
Mislowitzer u. Seidenberg, ebenda 154, 290, 1924. 3 Twanoff, ebenda 
68, 359, 1914. 
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mehrung des hitzefallbaren Stickstoffs beobachtete de Bruyne! ii 
Leberautolysaten, besonders bei schwach alkalischer Reaktion. EF: 
nimmt hierbei sogar einen Wiederaufbau von EiweiB aus Aminosauren an 


Zusammenfassung. 


Die jodometrische Bestimmung von EiweiBabbauprodukten nach 
Kober wurde vereinfacht. 


Das Verfahren ist fiir vergleichende Untersuchungen der Protein- 
spaltung durch Pepsin, Trypsin und das Kathepsin sehr brauchbar. 


Ferner gestattet das Verfahren Einblicke in das weitere Schicksa! 
der Peptide. Es lat sich zeigen, da die durch das Kathepsin ge- 
bildeten Peptide im Gewebe in schwach alkalischem Medium zu 
gréBeren Peptidmolekiilen aufgebaut werden. 


1 de Bruyne, J. Physiol et Path. gen. 22, 815, 1924. 
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Uber den Einflu8 von unspezifisch wirkenden Mitteln auf die 
postmortale Autolyse. 
Von 
Walter Haarmann und Emmi Schroeder. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Miinster in Westf.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1938.) 


Die autolytischen Vorginge in itiberlebenden Geweben wurden 
haufig untersucht, um Einblicke in das Geschehen des normalen und 
des pathologisch veranderten Stoffwechsels zu erhalten. Die Aufgabe 
der autolytischen Fermente ist einmal der Abbau von Gewebseiweib 
zu Aminosauren und umgekehrt der Wiederaufbau von Aminosaduren 
zu GewebseiweiB. Durch die bei der postmortalen Autolyse auftretende 
saure Reaktion werden die Wirkungsbedingungen fiir das peptische 
Enzym verbessert. Der gesteigerte EiweiBzerfall beruht in erster Linie 
auf der gegeniiber dem lebenden Gewebe erhéhten Aziditat. Wahrend 
friiher die Ansicht vertreten wurde, daB iiberall im K6rper eine schwach 
alkalische Reaktion vorherrsche, wissen wir heute, daB durch die Zell- 
tatigkeit an vielen Stellen eine saure Reaktion entsteht. Das trifft fiir 
alle azidotischen Zustande zu, bei denen die Reaktion des Blutes selbst 
nicht verandert ist, z. B. im Fieber, bei Entziindungsvorgingen, Hyper- 
thyreosen und Vergiftungen mit Uran, Phosphor usw. Uberli&t man 
Organe von Tieren, bei denen durch geeignete Vorbehandlung z. B. mit 
Phosphor oder Thyroxin eine Azidose hervorgerufen wurde, der Autolyse, 
so findet man auch hier wie im lebenden Organismus einen gesteigerten 
EiweiBabbau. Genauer untersucht sind die Verhaltnisse besonders 
an der Leber mit Phosphor vergifteter Tiere. Die Autolyse ist hier in 
einer Suspension des Gewebes in Wasser verstarkt, bei geeigneter 
Pufferung nach Untersuchungen von Rona, Mislowitzer und Seidenberg! 
vollkommen normal. Es kann sich hier also nicht um eine Anreicherung 
oder Aktivierung der Gewebsfermente handeln, sondern nur um eine 
Autolyseverstarkung durch Zunahme der primairen Sauerung, wie 
Bestimmungen des Sauregrades ergaben. Normalerweise verlaufen 
aufbauende und abbauende Vorgange gleichzeitig. Bei zunehmender 
Sauerung ist das Gleichgewicht nach der Seite der lytischen Abbau- 


vorginge, bei zunehmender Alkalitaét nach der Seite der plastischen 
Aufbauvorgainge verschoben. Durch Anhaufung der Spaltprodukte 
wird die postmortale Autolyse gehemmt und kommt schlieBlich ganz 
zum Stillstand. 


' Rona, Mislowitzer u. Seidenberg, diese Zeitschr. 154, 290, 1924. 
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Der Abbau und Aufbau des EiweiBes sind Kettenreaktionen, dic 
in mehreren Phasen verlaufen. Bei saurer Reaktion wird das Orga) 
eiweiB durch das Kathepsin in Peptide umgewandelt, die durch die 
Gewebspeptidase zu Aminosiuren aufgespalten werden. Gleichzeitiy 
erfolgt ein Wiederaufbau von kleineren Peptidmolekiilen zu gréBeren 
Das sich einstellende Gleichgewicht ist abhangig vom Séuregrad 

Nach den Untersuchungen von Hashimoto und Pick! wird durch 
Vorbehandlung mit Serum die intravitale Autolyse der Meerschweinchen 
leber gesteigert. Es kénnte sich hier um eine Aktivierung des Proto 
plasmas im Sinne Weichardts handeln, die von vielen Autoren fiir eine 
Steigerung der Abwehrkrafte verantwortlich gemacht wird. Die ge 
steigerte Autolyse wurde von Hashimoto und Pick aus einer Vermehruny 
des NichteiweiBstickstoffs in der Leber erschlossen. Thre Versuche 
wurden von einer Reihe von Autoren bestatigt, wenn auch die Unter- 
schiede in den Ergebnissen geringer waren. Spatere Autoren konnten 
diese Befunde nicht bestatigen. Eine Anhaufung von Spaltprodukten 
im Stoffwechsel darf nicht ohne weiteres als ein Beweis fiir einen ge- 
steigerten Abbau gelten, weil auch bei ungeniigender Weiterverarbeit ung 
infolge gestorter Fermenttatigkeit eine Vermehrung von Spaltprodukten 
auftreten kann. Um Einsicht in die intermediaren Stoffwechselvorginge 
zu bekommen, ist es notwendig, sich nicht mit einer Analyse der Organe 
direkt nach Tétung des Tieres zu begniigen, sondern den zeitlichen 


Verlauf der Fermenttatigkeit bei gleichbleibenden Versuchsbedingungen 


zu beobachten. 

Wir untersuchten das Autolysevermégen verschiedener Organe 
des Kaninchens bei geeigneter Pufferung und ohne Pufferung. Wir 
verwandten hierzu die Organe von Normaltieren, sowie von Tieren, 
die mit Pferdeserum, Thyroxin (Roche) und AOI-Bertram vorbehan-. 
delt waren. ; 


AO I-Bertram (ad usum humanum) ist eine fiinffach hypertonische 
Lésung, die als wesentliche Bestandteile Na-Acetat, sec. Na-Phosphat 
und Na-Sulfat neben geringen Mengen von Jodphenol enthalt, das durch 
Umsetzung von Phenol mit Lugolscher Lésung in der alkalisch reagierenden 
Fliissigkeit entsteht. Die pharmakologischen Eigenschaften hat H. Freund* 
untersucht, iiber klinische Erfahrungen haben Léwenstein®, sowie Hartwich 
und Schulze-Biinte* berichtet. 

Nach der Ansicht von Bertram beruht die Wirkung des AO I bei ent- 
ziindlichen Erkrankungen u.a. auf einer Alkalisierung des Entziindungs 
herdes. Das im AOT enthaltene Na-Acetat wird im Kérper verbrannt 
und erhéht so den Alkalibestand des Organismus. Das gebildete Bicarbonat 


1 Hashimoto u. Pick, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 76, 89, 1914. 
— * H, Freund, Deutsch. med. Wochenschr. 1938, 407, Nr. 11. — * Léwen- 
stein, ebenda 1933, 408, Nr. 11. — 4 Hartwich u. Schulze-Biinte, ebenda 
1934, 930, Nr. 25. 
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neutralisiert die bei der Entziindung entstandenen sauren Stoffwechsel- 
produkte. Gleichzeitig erfolgt durch die Hypertonie der Lésung eine starke 
Wasserverschiebung im Kérper. Besonders tritt ein Wasserentzug der 
wasserreichen Organe auf, bei entziindlichen Erkrankungen des sehr wasser- 
reichen Entziindungsherdes. Die Alkalisierung und der Wasserentzug 
(Entquellung) haben ein Zuriickgehen der Entziindungserscheinungen zur 
Folge. Die Wirkung des AO I lieBe sich hiernach rein chemisch und physi- 
kalischchemisch erklaren. 

Daneben herrscht die Ansicht vor, daB die Belebung des Kérpers, 
wie Bertram es nennt, auf einer unspezifischen Wirkung im Sinne einer 
Reiztherapie, die eine Steigerung der Abwehrkriafte zur Folge hat, beruht, 
wobei die Jodphenolwirkung in Analogie zur Yatrenwirkung gesetzt wird. 
Die AOI-Wirkung miiBte dann der Wirkung unspezifisch wirkender Mittel 
z. B. Serumbehandlung gleichzusetzen sein. 

Bei einer Vermehrung oder Aktivierung der autolytischen Fermente 
ist eine Steigerung der Autolyse zu erwarten. Da alle Leberschadigungen 
mit einer starken Abnahme des Kohlenhydratgehalts einhergehen, 
wurde neben der Autolyse auch der Kohlenhydratgehalt der Leber 
untersucht. Ferner wurde der Gehalt des Skelettmuskels an Milch- 
siure und Kohlenhydraten bestimmt. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuchsanordnung ist in der vorangegangenen Arbeit eingehend 
beschrieben. Als Versuchstiere dienten Kaninchen. Die Autolyse wurde an 
Organbrei untersucht, der in der zehnfachen Menge Fliissigkeit suspendiert 
war. Als Suspensionsfliissigkeiten dienten Acetatpufferlésung, py 3,95, 
Phosphatpufferlésungen, pH = 7,36 und dest. Wasser. Die verwendete 
Gewebemenge betrug je nach dem zur Verfiigung stehenden Material 1 bis 
4g, die Dauer der Autolyse 5, 24 und 48 Stunden bei einer Thermostaten- 
temperatur von 30°. Die EnteiweiBung geschah durch Hitzekoagulation bei 
einem py = 4,7. 

Untersucht wurde das Autolysevermégen der Leber, Niere, des Herz- 
und Skelettmuskels von zehn Normaltieren, sieben mit Thyroxin, vier mit 
Serum und elf mit AOT vorbehandelten Tieren. Die benutzte AO I-Lésung 
(fiir tiermedizinische Zwecke) ist zwélffach hypertonisch. Die Vorbehand- 
lung wurde bei den einzelnen Tieren variiert und ist unter Tabelle I an- 
gegeben. 

Die Gesamtkohlenhydrate (als Glucose berechnet) wurden in iiblicher 
Weise und die Milchséure nach dem bekannten Verfahren von Friedemann, 
Cotonio und Shaffer bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 


Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen zusammengestellt. 
In den a-Tabellen sind die Stickstoffwerte in Prozenten, in den b-Tabellen 
der Prozentgehalt des Nichteiwei8-N zum Gesamt-N, ferner die Diffe- 
renzen des Rest-N in Prozenten des Gesamt-N nach der Verdauung 
gegeniiber den direkten Werten angegeben. 

Der Gesamtstickstoffgehalt der gleichen Organe verschiedener 
Tiere unterliegt schon bei den Normaltieren gewissen Schwankungen. 
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Die Abweichungen vom Mittelwert betragen meist weniger als 10 ° 
Ganz allgemein ist der Skelettmuskel am stickstoffreichsten (3,6 °,). 
Es folgen die Leber mit rund 3%, die Niere mit 2.85%. Den 
niedrigsten Stickstoffgehalt hat der Herzmuskel. 

Die Menge des nichtkoagulablen Stickstoffs macht bei den einzelnen 
Organen und den gleichen Organen verschiedener Tiere einen sehr 
wechselnden Anteil des Gesamt-N aus. Den héchsten Gehalt an Nicht- 
eiweiB-N weist die Niere auf (18,4 %), den niedrigsten die Leber (15,6 °,) 
Herz- und Skelettmuskel stehen in der Mitte. Die Streuungen der Rest-N- 
Werte sind héher als die der Gesamt-N-Werte. 

Durch die Vorbehandlung mit Thyroxin, Serum und A OI andert 
sich weder der Gesamt-N- noch der Reststickstoffgehalt der unter. 
suchten Organe gegeniiber denen normaler Tiere, lediglich bei 2 A O I- 
Tieren (3 und 5) traten Anderungen auf. Das erste Tier war 14 Tage 
vor dem Versuch mit 2 cem A O I/kg intravenés vorbehandelt worden. 
das zweite Tier 2 Tage vorher. Der geringe Stickstoffgehalt beruht auf 
einem starken Wasserreichtum der Leber, wofiir ihr hohes Gewicht 
spricht. Durch die Vorbehandlung mit der hypertonischen Lésung hat 
also eine enorme Volumenzunahme der Leber stattgefunden, wobei 
ferner ihr hoher Zuckergehalt auffallt. 

In Ubereinstimmung mit Schittenhelm und Ehrhardt!, Wigand? 
und Habs? ist der Stickstoffgehalt nach Vorbehandlung mit Serum in 
der Leber nicht erhéht, ferner nach unseren Untersuchungen auch nicht 
im Skelettmuskel, Herzmuskel und in der Niere. Auch wir kénnen die 
Ergebnisse von Hashimoto und Pick, von v. Fenyvessy und J. Freund®. 
H. Freund und Rupp*®, H. Freund und Laubender’, Gottschalk®, Bieling. 
Gottschalk und Isaak® und Léhr™, die eine Rest-N-Vermehrung mit der 
gleichen Versuchsanordnung fanden, nicht bestatigen. Auch durch 
Vorbehandlung mit Thyroxin und der hypertonischen A O I-Lésung tritt 
keine Erhéhung des NichteiweiB-N auf. Die Bestimmung des Nicht- 
eiweiB-N gestattet also keinerlei Einblicke in den intravitalen Eiwei- 
abbau im Tierk6érper. 


Der Gesamtkohlennydratgehalt der Leber von Normaltieren 
schwankt innerhalb weiter Grenzen. Er betragt durchschnittlich 5°, 
Nach Thyroxinvorbehandlung sinkt der Kohlenhydratgehalt stark ab. 
nicht nach Vorbehandlung mit A OT. Es laBt sich hier sogar in einigen 


1 Schittenhelm u. Ehrhardt, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 511, 1927. 

2 Wigand, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 132, 1, 1928. — * Habs, 
ebenda 160, 527, 1931. —- * Hashimoto u. Pick, ebenda 76, 89, 1914. 
5», Fenyvessy u. J. Freund, diese Zeitschr. 96, 223, 1919. — *® H. Freund 
u. Rupp, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 99, 137, 1923. — 7? H. Freund 
u. Laubender, ebenda 99, 131, 1923. — ® Gottschalk ebenda 96, 260, 1923 
® Bieling, Gottschalk u. Isaak, Klin. Wochenschr. 1922, 8. 1560. — 1° Lohr. 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 344, 1922. 
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Fallen ein auBergewéhnlich hoher Kohlenhydratgehalt feststellen. 
Irgendwelche Beziehungen zwischen dem Gehalt an Kohlenhydrat 
und Gesamtstickstoff bestehen nicht. Da die Leber auf Schaidigungen 
mit einem Verlust ihrer Kohlenhydratreserven antwortet, kann aus 
diesen Befunden gefolgert werden, da unter der A O I-Wirkung die 
Leberfunktion nicht gestért ist, wie das bei der Thyroxinwirkung der 
Fall ist. 

Der Gehalt des Muskels an Kohlenhydraten, zu denen wir noch 
die Milchséure hinzurechnen miissen, die ja aus den Kohlenhydraten 
entstanden ist, ist bei mit A OI vorbehandelten Tieren durchweg 
wesentlich héher als bei Normaltieren. Die Menge Gesamtkohlen- 
hydrat + Milchsiure schwankt bei der Muskulatur von Normaltieren 
zwischen 0,662 und 1,118%, bei mit AOI vorbehandelten Tieren 
zwischen 0,810 und 1,682°%. In 5 von 7 Versuchen ist hier die Summe 
Milchséure -++- Gesamtkohlenhydrat gré8er als der héchste Wert fiir die 
Muskulatur von Normaltieren. Es kann hieraus gefolgert werden, daB 
unter der Wirkung der hypertonischen A O I-Lésung die Kohlenhydrat- 
reserven des Muskels erhéht sind. Unter dem Einflu8 des Thyroxins 
beobachten wir in unseren Versuchen im Gegensatz zu der Leber keine 
Abnahme der Kohlenhydrate gegeniiber denen von Normaltieren. 

Da die Bestimmung des NichteiweiBgehalts der Organe keinen 
Hinweis fiir einen veranderten EiweiBabbau lieferte, wurden Versuchs- 
bedingungen gewahlt, bei denen Verainderungen zu erwarten waren. 
Eine verstarkte Autolyse in iiberlebendem Gewebe tritt einmal durch 
eine gegeniiber der Norm gesteigerte Zunahme der primaren Saéuerung 
auf oder aber durch einen erhéhten Gehalt an autolytischen Fermenten. 
Ferner ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB das Ferment selbst 
durch irgendwelche Zellbestandteile aktiviert wird oder aber durch 
Veranderung der Kolloidstruktur der Zellen giinstigere Angriffsméglich- 
keiten erhalt. Von diesen Faktoren ist besonders die Zunahme der 
primaren Sauerung des Gewebes leicht festzustellen. Es ist daher 
notwendig, Untersuchungen der postmortalen Autolyse nur in ge- 
pufferten Lésungen anzustellen. Wir verwandten zu unseren Ver- 
suchen Acetatpufferlésungen mit einem fiir das Kathepsin optimalen 
Sauregrad von py = 3,95 und Phosphatpufferlésungen mit dem fiir 
die Tryptase optimalen Sauregrad von py = 7,36. Tritt so bei gleich- 
bleibenden Bedingungen ein erhéhter EiweiBumsatz auf, so kann 
hieraus geschlossen werden, daB die Fermente auch im lebenden Tier- 
kérper bereits verstarkt wirksam sind, was entweder auf einer Ver- 
mehrung oder Aktivierung der Fermente beruhen kann. 


UberlaBt man die Organe der Autolyse waihrend der Dauer von 
5, 24 und 48 Stunden, so zeigt sich, daB sie im sauren Puffer mit sehr 
verschiedener Geschwindigkeit autolysieren. Am starksten ist das 
Autolysevermégen der Niere, etwas geringer das der Leber. In weitem 
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Abstande folgen Herz- und Skelettmuskel. Das Autolysevermégen des 
Skelettmuskels ist auffallend niedrig. Der niedrige Kathepsingehal: 
des Skelettmuskels diirfte insofern fiir den Organismus sehr zweck 
maBig sein, weil gerade im Muskel durch die Muskeltatigkeit eine 
Saéuerung des Gewebes auftritt und damit die Vorbedingungen fiir 
einen verstairkten EiweiBabbau gegeben sind. Die geringe Wirksamkeit 
des Kathepsins kann mithin als eine Schutzvorrichtung gegen den 
Organzerfall angesehen werden. 

Das Autolysevermégen ist besonders groB in den ersten 5 Stunden 
und sinkt dann stark ab. Die Leber bildet bei einem durchschnittlichen 
Rest-N-Gehalt von 15,5 % in den ersten 5 Stunden etwa 20%, in den 
folgenden 19 Stunden noch einmal den gleichen Betrag Rest-N nach, 
wahrend in weiteren 24 Stunden nur noch etwa 50°, des Wertes der 
ersten 5 Stunden EiweiB autolysieren. Nach 48 Stunden liegen 63 bis 
74%, des Stickstoffgehalts der Leber als EiweiBspaltprodukte vor, 
entsprechend einer Rest-N-Nachbildung von 46 bis 59°. Das starkere 
Autolysevermégen der Niere zeigt sich besonders in einem erhdéhten 
EiweiBzerfall wahrend der ersten 5 Stunden. Es sind hier etwa 30°, 
Rest-N nachgebildet worden, in den folgenden 19 Stunden zwei Drittel 
und in den nachsten 24 Stunden ein Viertel dieses Wertes. Der Organ- 
zerfall nach 48 Stunden ist in der Niere weitgehender als in der Leber 
(83%). Da im Herz- und Skelettmyskel die Autolyse erheblich geringer 
ist als in den anderen untersuchten Organen, spielt hier eine Hemmung 
der Autolyse durch die angehaiuften Spaltprodukte eine geringere Rolle, 
wie tiberhaupt die Autolyse durch Anhaufung von Spaltprodukten 
allmahlich zum Stillstand kommt. Werden diese Spaltprodukte in 
alkalischer Lésung der Fermentwirkung tiberlassen, so findet, wie aus 
einer friiheren Mitteilung hervorgeht, ein Wiederaufbau statt. 

Durch Vorbehandlung mit Thyroxin, Serum und A OT wird das 
normale Autolysevermégen der Organe in unseren Versuchen in keiner 
Weise verandert. Die erhaltenen Werte entsprechen vollkommen denen 
von Normaltieren. Aus diesen Versuchen ist die SchluBfolgerung 
berechtigt, daB durch Vorbehandlung mit Thyroxin, Serum und der 
hypertonischen A O I-Lésung keine Vermehrung oder Aktivierung des 
Kathepsins auftritt. Ein vermehrter EiweiBabbau im lebenden Orga- 
nismus wird wahrscheinlich auf Milieudnderungen des Gewebes, be- 
sonders auf erhéhte Aziditat, zu beziehen sein. 

Es ergab sich hieraus die Notwendigkeit, die Versuche auch in 
ungepufferter Lésung durchzufiihren. Nach Thyroxinvorbehandlung 
ist hierbei die Leberautolyse gegeniiber der Norm deutlich gesteigert, 
wahrend in der Niere, im Herz- und Skelettmuskel keine Unterschiede 
auftreten. Nach Thyroxinvorbehandlung sind in den ersten 24 Stunden 
durchschnittlich 8° des Gesamt-N der Leber hydrolysiert worden, 
innerhalb 48 Stunden 11,8 °%. Die entsprechenden Werte betragen bei 
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unvorbehandelten Tieren 5,2 bzw. 7,4°,. A OJ-Vorbehandlung ist 
ohne jeden Einflu8. Bei Vorbehandlung mit Serum finden wir nach 
| und 50 Tagen kein Abweichen von der Norm, wahrend 5 und 12 Tage 
nach der Vorbehandlung die Werte erhéht sind. Diesem Befund ist 
keine besondere Bedeutung beizumessen, da auch in einem von sechs 
Kontrollversuchen gleichfalls erhéhte Werte gefunden wurden. Die 
verstarkte Autolyse nach Thyroxinvorbehandlung in der Leber ist 


vielleicht nur auf die verstarkte Sauerung zuriickzufiihren, die vor 
allem auf dem Freiwerden von Phosphorsaure beruht, wahrend in der 
Niere und im Muskel die Sauerung vorwiegend durch Milchsaure hervor- 
gerufen wird. Die Milchsaurebildung kommt bei zunehmender Saéuerung 
von selbst zum Stillstand. 


Es erhebt sich nunmehr die Frage, ob auch im alkalischen Gebiet 
ein KiweiBabbau auftritt, d.h. ob in den Organen eine Tryptase vor- 
handen ist oder nicht. Die folgenden Versuche wurden daher_ bei 
Phosphatpufferung, py = 7,36, m/10, durchgefiihrt. Hierbei zeigte 
sich, daB ein EiweiBabbau nicht stattfindet. Das gleiche gilt fiir die 
Organe der mit Thyroxin, Serum und A OT vorbehandelten Tiere. 
Lediglich in einzelnen Fallen beobachten wir erhéhte Stickstoffwerte, 
die auf eine nicht vollstandig erloschene Kathepsinwirkung zu beziehen 
sind. Vereinzelt tritt sogar eine Verminderung des Rest-N nach Verdauung 
auf. In Ubereinstimmung mit Rona und Mislowitzer!, die ihre Versuche 
an Meerschweinchenlebern durchfiihrten, und Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeitern?, die mit Fermentlésungen arbeiteten, konnten auch wir 
keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein eines tryptischen Fer- 
ments finden. 


Bei Mausen liegen auf Grund der Untersuchungen von Steppuhn, 
Pewsner und Timofejewa® die Verhiltnisse anders als bei Kaninchen und 
Meerschweinchen. Sie fanden bei der Autolyse ganzer entnaéuteter Tier- 
kérper ohne Eingeweide einen starken Proteinzerfall auch im alkalischen 
Bereich. Nach Vorbehandlung mit Schilddriisensubstanz stellten sie eine 
erhebliche Verstarkung der Fermentwirkung sowohl im sauren wie im 
alkalischen Gebiet fest. Da bei Phosphorvergiftung die Autolyse bei schwach 
alkalischer Reaktion starker geférdert wird als in wngepufferter Lésung, 
lehnen sie eine Steigerung der Autolyse durch erhéhte Sauerung des Gewebes 
ab. Sie betrachten die ,,Acidosis‘** nicht als Ursache des verstarkten Eiweif- 
zerfalls, sondern vielleicht im Gegenteil als eine Schutzvorrichtung gegen 
erhéhten Eiwei8zerfall bei normaler Zellreaktion. Diese Deutung kénnte 
aber nur dann zu Recht bestehen, wenn bei den einzelnen Tierarten tryptische 
Fermente in den Geweben vorhanden sind, was aber fiir das Kaninchen 
und Meerschweinchen nicht zutrifft. Wir miissen also in diesen Fiillen die 
verstarkte Sauerung des Gewebes als den wesentlichen Faktor fiir den 
vermehrten Eiweifzerfall annehmen. 


1 Rona u. Mislowitzer, diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 2 BE. Wald- 
schmidt-Leitz, Schaffner, Bech u. Blum, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 17, 
1930. — * Steppuhn, Pewsner u. Timofejewa, diese Zeitschr. 175, 471, 1926. 
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Eine neuere Arbeit von Steppuhn und Smirnowa! gilt der Frage nav}, 
dem Ort der unter Schilddriisenwirkung verstarkten Proteolyse. Sie vi 
wenden wie wir zu ihren Versuchen Kaninchen, die mit Schilddriisensubstan 
und Thyroxin vorbehandelt wurden. Eine Steigerung der Autolyse so]! 
nach ihren Untersuchungen besonders in der Leber und im Herzmuske!| 
auftreten, nicht aber im Skelettmuskel und Hirn. Es mii®Bten mithin im 
Tierkérper auf Schilddriisensubstanz ansprechende und nicht ansprechende 
Kathepsine in den einzelnen Organen vorhanden sein, was fiir das Vorkommen 
von organspezifischen Kathepsinen sprechen wiirde. In diesem Zusammen 
hange sei darauf hingewiesen, daB8 nach den Untersuchungen von Hau; 
mann? die Oxydationsvorginge in den verschiedensten Organen, selbst de1 
verschiedensten Tierarten, durch Thyroxinzusatz stets in derselben Richtung 
beeinfluBt werden. Im Gegensatz zur Autoproteolyse ganzer Tierkérper von 
Mausen ist beim Kaninchen die Autolyse der verschiedenen Organe, die an 
sich nur sehr gering ist, nicht verstarkt. Die erhéhten Autolysewerte im 
Kathepsinbereich sind besonders bei der Leber nicht sehr tiberzeugend., 
weil die gleichen Steigerungen in zwei von fiinf Kontrollversuchen auftreten. 
Steppuhn und Mitarbeiter bezeichnen selbst die Ergebnisse der Leberautolyse. 
versuche als nicht ganz einwandfrei. Auch der Proteinzerfall im Herzmuske! 
nach einer Autolysedauer von 24 und 48 Stunden bewegt sich innerhalh 
der Strewungen bei Normaltieren in unseren Versuchen. Die Beurteilung 
der an Maéusen gewonnenen Versuchsergebnisse wird besonders dadurch 
erschwert, dafi schon die Normaltiere stark voneinander abweichende Werte 
aufweisen. Der Proteinzerfall nach Schilddriisenvorbehandlung in Maus- 
serie A ist von der gleichen GréBenordnung wie der von Normaltieren de1 
Tierserie S. Vergleicht man die Werte, die an der gleichen Tierserie derselben 
Bezugsquelle erhalten wurden, so gewinnt man den Eindruck, daB sich die 
Proteolyse bei langer dauernder Schilddriisenfiitterung erhéht. Nach kurz- 
dauernder Vorbehandlung mit Schilddriisensubstanz oder Thyroxin, wo- 
durch der Grundumsatz der Tiere bereits stark erhéht wird, sind jedenfalls 
die autolysierenden Fermente unter optimalen Bedingungen noch nicht 
verstirkt wirksam, wihrend das fiir die Oxydationsfermente bereits de1 
Fall ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurde das Autolysevermégen von Leber, Niere, Herz- und 
Skelettmuskel von Kaninchen bei einem Sauregrad von px = 3,95, 
pu = 7,36 und in ungepufferten Lésungen untersucht. Am starksten 
ist das Autolysevermégen der Niere, etwas geringer das der Leber. 
Der Skelettmuskel autolysiert nur sehr schwach, wahrend der Herz- 
muskel eine Mittelstellung einnimmt. 

Nach Vorbehandlung mit Serum, Thyroxin und der hypertonischen 
Lésung A OI wird das normale Autolysevermégen der Organe nicht 
verandert. Untersuchungen der Autolyse an iiberlebenden Geweben 
gestatten keine Einblicke in den intravitalen EiweiBabbau. Ver- 
starkter EiweiBzerfall beruht auf Milieudnderungen des Gewebes. 
besonders Aziditatsinderungen, und nicht auf einer Vermehrung oder 
Aktivierung der proteolytischen Fermente. 


1 Steppuhn u. Smirnowa, diese Zeitschr. 224, 83, 1930. —- * Haar- 
mann, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 180, 167, 1936. 
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1 79 | 4,04 3,100 0,359 - 1,740 AO I 
2 88 | 3,41 2,960 0,397 1,775 
und 3 120 11,02 1,990 0,389 0,670 1,098 1,136 
3.95, 4 . ITT. 94 10,55 2,800 0,318 0,720 1,190 1,350 
abon 5 III.) 198 10,20 1,875 0,288 - 1,220 | 1,218 
4 6 ». IV. 76» «3,78 =| «3,500 =0,456 1,238 2,040 2,506 
ber. 7 | . IV. 71 | 4,97 | 2,700 0,425 1,102 | 1,806 2,070 
lerz- 8 2.1V. 96 5,62 | 3,030 0,486 1,040 | 1,632 1,955 
9 ae 68 8,48 2,920 0,450 1,060 1,682 2,020 
10 VII. 80 3,94 2,644 0,454 1,068 1,556 1,850 
chen 11 VII. 80 5,40 3,480 0,635 1,325 | 2,040 2,344 
icht 
+ Mittel: 6,49 2,817 0,423 1,028 1,616 1,828 AOI 
eben 
Ver. Vorbehandlung: Thyroxin (Roche), je'/, mg pro Tag subeutan, Tier Nr. | 
abes, 1 Tag lang, Tier Nr. 2, 4, 6 und 7 2 Tage lang, Tier Nr. 3 und 5 3 Tage. 


oder Serum (Pferd), 10cem subeutan, Tier Nr. 1 1 Tag vorher, Tier Nr. 2 
5, Tier Nr.3 12, Tier Nr.4 50 Tage vor dem Versuch. AOT, 2ecm 
pro kg intravenés innerhalb 5 Minuten, Tier Nr. 1 und 2 7 Tage vorher. 

Jaar- Tier Nr. 3 14 Tage, Tier Nr. 4 21 Tage, Tier Nr. 6, 7, 9, 10 1 Tag vorher, 
Tier Nr. 5 und 8 2 Tage und Tier Nr. 11 6 und 2 Tage vorher. 





W. Haarmann u. E. Schroeder: 


Tabelle Ib. Leber (Acetatpuffer pH = 3,8). 





Rest-N in °/, des Gesamt-N °/, Differenz Rest-N ie 
- - — ———_—___—_—___—____———— behandlung 
direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 5 Std. 24 Std. 48 Std. 


17,4 36,0 57.5 63,4 18,6 40,1 46,0 
18,7 37,0 60.0 64,5 18,3 41,3 45.8 
14,5 36,6 55,5 70,0 21,1 41,0 55,5 
12,8 34,5 53,2 65,3 21,7 40,4 52,5 
15,7 40,0 65,0 73,8 24,3 49,3 58,1 
14,2 33,6 55,8 66,4 19,4 41,6 52,2 
13,1 38,1 59,0 72,0 25,0 45,9 58,9 
15,5 38,8 53, 65,0 23.3 37,6 49,5 
16,6 42.5 56 70,3 25,9 40,2 53,7 
17,0 40,8 55,8 74,0 23,8 38,6 57,0 


15,6 37,9 57,2 68,5 2% 41,6 


14,5 40,2 58,0 71,8 2 43,5 

13,8 37,6 60,0 72,0 23,8 46,2 

14,5 38,4 62,4 71,5 47,9 

16,0 38,8 57,4 67,0 41,4 53, 
14,2 40,2 63,4 74,0 49,8 59,8 
17,3 36,4 57,0 65,5 39,7 48,2 
16,6 38,4 58,4 68,4 41,8 51,8 


Mittel : 15,3 38,6 59,2 70,0 44,3 55,0 Thyroxin 


36,9 49,6 Serum 
41,6 47,0 
45,1 57,1 
45,7 52,9 


15,5 37,6 52,4 65,1 
13,0 36,5 54,6 60,0 
14,4 39,5 59,5 71,5 
18,5 44,0 64,2 71,4 


bo 1 0 09 
oO oro 
oO OU 


bo 
= 
_ 


15,3 39,4 57,7 67,0 42,3 51,6 Serum 
11,6 - 56,3 | 44,7 — AOI 
13,4 — 60,0 46,6 — 
19,5 3, 56,2 35,7 Bt 
11,4 25, 42,5 31,1 36,9 
15,4 65,2 49,8 49,5 
13,0 f 58,4 45.4 58,6 
15,7 : 66,9 51,2 61,1 
16,1 : 53,9 58, 37,8 42,7 
15,4 36 57,7 42,3 52,8 
17,1 58,8 41,7 52,9 
11 18,2 38,2 40,5 49,3 


Mittel : 15,2 35,6 57,6 42,4 49,0 
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Tabelle Il. Leber (ohne Puffer). 





0/, N Rest-N in °/9 des °/, Differenz ’ 
. Gesamt-N Rest-N bine 
pinion se nand- 


‘Reat-N | Rest-N | Rest-N || .. lur 
Rest-N | Rest N | Rest 8 | direkt 24 Std. 48 Std. 24 Std. 48 Std. Ms 


2,660 0,417 0,570 0,635 5, 21, 23,8 5,7 8,1 
3,240 0,460 0,612 | 0,660 ; a 20,4 4,6 6,2 
3,480 0,456 0,826 0,912 3, Zi 26,2 10,6 13,1 
3,065 0,476 0,595 | 0,616 5,f 20,1 4,6 
3,320 0,550 0,672 0,715 3,6 21,5 : 4,9 
3,270 0,555 0,650 0,805 24,6 2, 7,6 


Mittel: 3,172 0,482 0,654 0,724 


3,070 | 0,494 0,686 0,850 22,3 | 27,6 Dei Thyroxin 
3,140 0,445 0,736 0,800 23,6 Pai 9,; x 
3,390 0,586 0,868 1,008 

3,070 0,510 0,764 0,875 


Mittel: 3,170 0,509 0,764 0,883 : Thyroxin 


8,080 0,476 0,508 0,678 22, of Serum 
| 8,140 | 0,408 0,671 | 0,728 23,2 : ‘ ze 

2,910 0,420 0,648 0,827 22.2 | § MS 

2,860 0,545 0,615 0,655 22,9 3,5 & 


Mittel: 2,975 0,457 0,611 0,722 5, 24, ;, Serum 


1 2,644 0,454 0,585 7 22, 2 AO l 
2 3,480 0,635 0,514 2 | 2¢ 23,4 | 3, ” 


Mittel: 3,062 0,545 0,624 0,700 7 2% 3, : AO] 


Tabelle IIla. Niere (Acetatpuffer py 





o/, N 
Gewicht a ’or- 
Gewicht Tag der Niere UAT mS ; - rt andl 

Gesamt- Rest-N Rest-N Rest-N  Rest-N "ehandlung 
g g N direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 


11,8 3,065 0,522 1,230 1,640 1,786 
14,9 2,882 0,515 1,235 ; 1,865 1,870 
12,5 2,720 0,564 1,376 1,914 2,104 
13,1 2,686 0,486 1,222 2,040 2,160 
16,5 2,420 0,485 1,195 1,764 1,895 
10,5 2, 0,425 1,406 2,016 | 2,230 
14,5 2,8: 0,535 1,292 1,630 | 2,056 
13,3 i 0,575 | 1,514 2,164 | 2,630 
10,5 3,28 0,597 | 1,630 2,100 2,325 
13,2 2,55 0,530 1,524 1,980 2,096 


Mittel:  2,8% 0,523 | 1,862 | 1,911 | 2,115 





W. Haarmann u. E. Schroeder: 


Tabelle Illa (Fortsetzung). 





" 
Gewicht lo N Vv 

Gewicht Tag der Niere —— wo 

Gesamt- Rest-N Rest-N Rest-N Rest-N 

g g N direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 


behandlung 


or 


oo 


1920 
1900 
1680 
1700 
1970 
2030 
2100 


2,760 0,474 1,190 1,758 2,016 Thyroxin 
2,770 | 0,596 1,395 , 1,810 2,140 +s 
2,970 | 0,501 1,152 | 1,808 | 2,120 

3,100 | 0,568 1,344 2,062 2,186 

3,140 0,504 1,304 1,920 2,250 

2,860 | 0,548 1,374 2,040 2,020 

2,600 | 0,530 1,220 1,765 1,940 


so = 
Fp a] a) C> 


bo © bo 
a) 


eee ee 


- 


Mittel: 2,886 0,531 | 1,283 1,851 2,096 Thyroxin 


14,3 3,080 0,585 1,430 2,082 2,240, Serum 
14,3 2,860 0,448 1,174 1,910 2,030 aE 
13,8 2,520 0,504 1,400 1,828 1,954 
12,1 2,830 0,575 1,630 1,834 1,980 a 


Mittel: 2,822 0,528 1,408 1,916 2,051 Serum 


13,8 2,916 0,414 1,304 | 1,920 1,960 AO! 
16,2 | 2,340 | 0,532; — | 1,770 | 1,850 9 
16,4 2,760 0,456 1,140 1,762 | 2,100 

12,5 | 2,636 | 0,406 | 1,255 | 1,812 | 1,930 

17,5 2,880 0,646 | 1,230 1,790 | 2,090 

13,7 2,920 0,330 1,850 2,026 2,270 

11,5 | 2,600 0,435 | 1,410 1,852 1,852 

16,0 | 3,050 0,834 1,800 2,020 2,240 


l 
2 
3 
4 
6 
7 
8 


_ 


Mittel: 2,750 0,507 | 1,355 1,869 2,036 


Tabelle IIIb. Niere (Acetatpuffer py = 3,8). 





Rest-N in °/) des Gesamt-N 9/9 Differenz Rest-N Wise. 
erat ee TESS dante BESS UVR RII, ID Ie behandlung 
24 Std. 48 Std. 5 Std. 24 Std. 48 Std. 


direkt 5 Std. 


17,0 40,0 53,5 58,° 23,2 36,5 | 41,2 
17,9 42,8 64,7 4, 24,9 8 | 46,9 
20,7 50,6 70,4 29,9 9,7 | 56,8 
18,1 45,4 76,0 27, 57,9 | 62,3 
20,0 49,5 72,8 29,! | 58,4 
14,3 47,4 68,0 60,9 
18,6 44,4 57,8 54,4 
18,1 47,7 68,1 64,7 
18,1 49,6 63,8 52,5 
20,7 59,6 77,7 61,5 


© Oo bo 
. os 
Io ww a10 


SOV ON DOK WwW De 


Or S10 Orr 
ASS Oi 


_ 


Mittel : 18,4 47,7 67,3 . é 56,0 
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Tabelle IIIb (Fortsetzung). 





Rest-N in °/, des Gesamt-N °/, Differenz Rest-N Tos 


behandlung 


r- qi — — — — vs . 
dlung direkt 5 Std. | 24S8td. | 48 Std. 5 Std. 24Std. 48 Std. 


17,2 43,1 63,6 73,0 25,9 46,4 55,8 Thyroxin 
21,5 50,4 65,3 77,4 28,9 43,8 55,9 < 
16,8 38,8 60,8 71,5 22,0 44,0 54,7 a 
18,3 43,4 66,6 70,6 25, 48,3 52,3 ; 
16,0 41,5 61,2 71,6 25,5 45,2 55,6 99 
19,1 48,0 70,4 70,0 28,$ 51,3 50,9 < 
20,4 47,0 68,0 74,8 26,6 47,6 54,4 “ 


OXIN 


Om Oo hoe 


1S 


Mittel: 18,5 44,6 65,0 2, 26 46,5 54,2. Thyroxin 


19,0 46,5 67,7 3, 
15,7 41,2 66,8 : 26,£ 51, 
20,0 55,6 72,5 af 52.5 
20,4 58,0 65,0 70, 44,6 


Serum 


Mittel : 18,8 50,3 68,0 2,8 F 49,2 Serum 


14,1 44,6 66,0 57 51,9 AOI 
22,7 75,6 ; 52,9 
16,5 41,3 64,0 76,: 47,5 
16,0 49,5 71,6 76 55,6 
22,4 42,8 62,2 2,6 é 39,8 
11,3 46,3 69,5 58,2 
16,7 54,2 71,2 é 54,5 
27,3 59,0 66,5 3,5 39,2 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


18,4 49,7 68,3 i 50,2 


Tabelle IV. Niere (ohne Puffer). 





01, N Rest-N in °/) des °!', Differenz 
ny v Rest-N 


Gesamt-N 





ee Vor- 
behandlung 


Gesamt- Rest-N | Rest-N_ Rest-N | girext 24 Std. 48 Std. 24S8td.| 48 Std. 


or- N direkt 24 Std. 48 Std. 
dlung 


2,420 5 | 0,745 0,760 20,0 30,8 31,2 10,8 11,2 
2,820 525 | 0,995 . 1,028 18,6 35,2 36,5 | 16,6 | 16,9 
3,180 | 0,575 | 1,110 1,200 18,1 | 34,9 37, 16,8 19,7 
3,290 0,597 0,970 0,980 18,1 294 29,8 | 11,3 11,7 
2,550 | 0,530 1,064 1,240 20,7 42,2 22,2 | 27,9 


Mittel: | 2,850 0,977 1,042 19,1 34,5 13,5 | 17,5 _ 


3,100 0,568 0,905 1,100 18,3 29,2 9,9 17,2 Thyroxin 
3,140 0,504 0,962 0,914 16,0 30,5 14,5 13,0 mz 
2,860 | 0,548 | 0,886 1,084 19,1 31,0 11,9 18,8 ” 
2,600 | 0,530 0,830 0,855 20,4 31,9 11,5 ne 





2,930 0,540 0,896 0,988 18,5 30,7 3: 12,0 15,3 Thyroxin 





W. Haarmann u. E. Schroeder: 


Tabelle IV (Fortsetzung). 





Rest-N in 9/9 des °/o Differenz 


0 : 
oN Gesamt-N Rest-N 


Vor- 
behandlung 


Gesamt- Rest-N  Rest-N Rest-N 
N direkt 24 Std. | 48 Std. 





direkt 24 Std. 48 Std. 24Std. 48 Std. 


| 3,080 0,585 0,876 1,015 19,0 28,4 33,1 94 14,1 Serum 
2 2,860 | 0,448 | 0,820 | 0,812 || 15,7 | 28,6 284 | 12,9 12,7 
3 2,520 0,504 0,925 1,050 | 20,0 36,7 41,8 16,7 21,8 
4 2,830 | 0,575 | 0,974 | 1,170 || 20,4 | 34,4 | 41,4 14,0 | 21,0 


Mittel: | 2,820 0,528 | 0,899 1,012 | 18,8 | 32,0 | 36,2 | 13,3 Serum 


1 2,600 0,435 0,886 0,870 16,7 34,0 33,4 17,3 AO! 
2 3,050 0,834 1,330 1,455 27,3 43,6 47,6 16,3 od 


Mittel: 2,825 0,635 1,108 1,163 || 22,0 38,8 40,5 | 16,8 AO] 


Tabelle Va. Skelettmuskel (Acetatpuffer py 





0 N 
; Milch- ke Vor- 
Nr. Gewicht Tag siure 


Gesamt-| Rest-N | Rest-N | Rest-N | Rest-N | Dehandlung 
0% Op N direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 

16.111. 0,264 0,775 3,480 0,586 | 0,638 0,712 0,820 

1. IV. 0,144 0,804 3,940 0,608 | 0,684 0,770 0,880 

15. 1V. 0,392 0,421 3,800 0,689 | 0,755 0,866 1,022 
2400 21. IV. 0,386 0,732 3,700 | 0,638 | 0,832 | 0,910 | 1,036 
1800 20. V. 0,378 0,514 3,280 | 0,585 0,605 | 0,762 | 0,918 
1800 24. V. 0,428 0,234 3,530 0,600 0,625 0,768 | 0,918 
2500 31. V. — 0,180 | 3,660 ..0,666 0,725 0,810 | 1,010 


Mittel: | 3,613 0,625 .0,695 0,800 | 0,943 


1920 . V. 0,392) 0,180! 3,500 0,625 0,795 0,896 | 0,915 | Thyroxin 
1900 . V. 0,421 0,938 | 3,660 0,605 0,718 0,908 - sy 
1680 ’, 0,460 0,824 3,760 0,570 0,665 0,852 0,864 i 


Mittel: 3,640 0,600 0,723 0,885 | 0,890 | Thyroxin 


2640 25. II. 0,368 0,911 3,020 0,544 0,574 0,724 0,702, AOI 
2350 . 0,252 1,310) 3,340 0,595 0,698 0,752 0,820 

2900 - 0,259 1,150) 3,360 0,574 0,870 0,954 | 

3250 . 0,450) 0,360 3,740 0,628 0,625 0,748 0,942 

2240 . 0,364 0,975 3,660 0,620 0,648 0,800 0,874) 

3350 . 0,322) 0,546 | 3,920 0,635 0,635 0,835 0,960 | 

2250 . 0,367) 1,215 3,810 0,705 0,745 0,935 1,004 | ” 


Mittel: 3,550 0,614 | 0,654 | 0,809 | 0,879 || AOT 
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Tabelle Vb. Skelettmuskel (Acetatpuffer px 3,8). 





Vor- 
behandlung 


Rest-N in °/,) des Gesamt-N 0/9 Differenz in Rest-N 


direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 5 Std. 24 Std. 48 Std. 


1 16,8 : 20,4 23,6 1,6 3,6 6,8 

2 15,4 19,6 22,3 2,0 , 6,9 

3 18,1 22,8 27.6 1,7 8,9 

4 17,2 22.5 24,6 30,7 5,3 13,5 

3 17,8 23,2 27,§ 0,6 E 10,1 

) 17,0 pa ay : 0,7 10,9 

7 18,2 9,8 22,1 : ) 3,$ 9,5 

Mittel : 17,2 

1 17,9 2% 26,1 ‘ iy Thyroxin 
2 16,5 9,6 E , a 
3 15,2 23,0 2, ¢ 7 a 


Mittel: 16,5 24 24,6 3,f $ Thyroxin 


1 23,2 1,0 5, 5, § AOI 
2 20,6 22.6 24,6 2,8 ) - 
3 : 25 28,6 ‘ 11,4 
a) 

) 

‘ 


16,7 25,2 0,1 3 8,4 
17,7 : 23,8 0,9 ‘ 6,9 
16,2 2h, 24,4 0,0 E 8,2 
7 E 19,5 24, i 26,4 1,0 79 


. 
‘ 
. 
P 
‘ 


Mittel: : 18,3 2% 26,2 0,9 5,4 7,8 


Tabelle Vila. Herzmuskel (Acetatpuffer py 3,8). 





‘i. as 

Ge- tt aaa fo i all = a ae Cie. 

wicht Tag gewicht Ge- Rest-N  Rest-N  Rest-N  Rest-N | behandlung 
g g samt-N direkt 5 Std. 24 8td. 48 Std. 


16. TTI. 5,5 2.6440 0,540 0,682 0,784 

1. IV. 6,8 2,860 0,404 0.815 0,845 0,964 
15. IV. 5,0 2,770 0,500 0,750 0,895 1,088 
21. 1V. 5,9 2,720 0.508 0,790 | 0,960 1,095 
a V. 4,9 2,560 0,387 0,662 0,902 0,995 
4. Vi 4,0 2,600 0,480 0,686 . 0,868 . 
et. V: 5,9 2,880 0,480 0,790 | 0,875 1,230 


Mittel: | 2,719 O,471 0,739 0,876 1,074 


roxin 


Ao Ne 


? 


+ 


roxin 
1920 bee. 4,9 2,660 0,512 0,756 0,858 0,944 Thyroxin 
1900 aay 5,1 83,040 0,420 0,768 0,870 0,982 je 
1680 pa We 4,6 2,880 0,486 0,790 1,102 


Mittel: | 2,860 0,473 | 0,771 | 0,943 Thyroxin 
2900 mie y 2,424 0,346 0,808 0,995 AOI 
3250 » IV. ; 2,760 0,420 0,710 0,756 1,096 a 
2240 258 , 2.540 0,472 0,835 0,848 0,870 
3350 | 12. IV. 7, 2,520 0,514 . 0,690 0,819 1,034 
2250 | 27. IV. 4,( 3,070 0,943 | 1,004 1,214 1,240 9 
Mittel: 2,663 0,539 | 0,810 0,889 1,047 AOI 
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W. Haarmann u. E. Schroeder: 


Tabelle VI b. Herzmuskel. 





Vor- 


Rest-N in °/9 des Gesamt-N 
i WY 4 ua behandluny 


%/) Differenz Rest-N 


direkt 5 Std. 24 Std. 48 Std. 5 Std. 24 Std. 


20,5 25,8 29,6 — 5,3 9,1 
14,1 28,4 29,6 33,6 14,3 15,5 
18,1 27,0 32,3 39,2 8,9 14,2 
18,7 29,0 35,3 40,4 10,3 16,6 
15,1 25,8 35,1 38,8 10,7 20,0 
18,4 26,4 33,4 8,0 15,0 
16,7 27,4 30,3 42,6 10,7 13,6 
Mittel : 17,4 27,1 32,2 38,9 9,7 | 14,9 


19,3 28,4 32,2 35,4 9,1 12,9 } Thyroxin 
13,8 25,2 28,6 32,3 11,4 14,8 | 19,£ a 
16,9 | 27,4 — | 105 | 19,3 | > 


16,7 | 270 | 328 | — 10,3 15,7 Thyroxin 


14,2 3 41,0 18,9 AO! 
15,2 25,6 é 39,8 ) 12.3 7 
18,6 32,8 é | ae . 14,8 

20,3 27,4 2, 41,0 13,2 

30,4 32,7 39,6 40,4 2,¢ 9,2 

19,9 30,1 2 39,3 I 13,5 


Tabelle VII. Leber (py = 7,36). 





Rest-N in J) des 


‘i. oe 
lo N Gesamt-N 


0; 
if Differenz 
Rest-N Rest-N | a Rest-N 
direkt 24 Std. | direkt 24 Std. 





Vor- 
behandlung 


0,482 0,438 17,4 15,8 1,6 | 
0,512 0,433 18,7 15,8 2,9 

0,430 0,436 14,5 14,7 0,2 

0,411 0,460 12,8 14,3 1,5 | 
0,417 0,482 15,7 18,1 2,4 | 
0,460 0,474 | 14,2 14,6 i 
0,456 0,555 13,1 15,9 
0,476 0,465 15,5 15,1 
0,550 0,574 16,6 17,3 
40 464 0,555 0.615 17,0 18,8 


Mittel: | 0,475 | 0,493 15,6 16,0 ; | 


aan ok O Oe 


| 
| 
| 
| 


0,454 | 047% | 145 15,2 | Thyroxin 
0,416 0,487 | 138 | 16,1 | 
0,518 | 0,685 | 145 19,3 

0,494 0,549 | «160 = 17,9 

0,445 | 0,428 | 142 | 13,6 

0,586 0,612 173 18,0 

0,510 | 0,545 | 162 | 17,8 | 

0,489 8=« 0,540, 15,8 16,8 | Thyroxin 


IH Om He 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





or- nee 4 a 
idlung 09 N Re a2 des : 


a Differenz ae 
re anc £ 


Rest-N Rest-N 


Gesamt-N direkt 24 Std. direkt 24 Std. 


3,080 0,476 0,492 15,5 16,0 0,5 Serum 
3,140 0,408 0,515 13,0 16,4 3,4 “ 
2,910 0,420 0,504 14,4 17,3 2,9 $e 
2 860 0,545 0,465 18,5 16,2 2,3 Fa 


Mittel: 2,998 0,462 0,479 15,3 16.5 1,2 Serum 


roxin 3,100 0,359 0,605 19,5 
é 2,960 0,397 0,554 18,7 

1,990 0,389 0,430 21,6 
: 2,800 0,318 0,379 , 13,5 
pFOxin 6 1,875 0,288 0,420 22,4 
) 3,500 0,456 0,478 13,7 

2,700 0,425 0,495 18,3 

3,030 0,486 0,448 14,8 

2,920 0,450 0,480 16,4 

2,644 0,454 0,465 17,6 

3,480 0,635 0,608 * 17,5 


or 


AOI 


> at et 


— 
eo 


. 


COO FP RN © a1te W Oe) 
oe we S Se 
95'S w& 


li -a-« 


Mittel : 2,817 0,423 0,487 5,: 17,6 


bo 
— 


Tabelle VIII. Niere (pu 7,36). 





ations O19 N ae des - 
Nr. amen era eee pe ——|}- -— SEE REE yore 
7 -N mele ae 24 Std. — 
Gesamt-N direkt | Std. | direkt 4 Std 
3,065 0,522 397 17,0 
2,882 0,515 f 17,9 
2,720 0,564 20,7 
2,686 0,486 18,1 
0,485 516 20,0 
0,425 14,3 
0,525 5 18,6 
0,575 6% 18,1 
0,530 0,664 20,7 


Vor- 
behandlung 


. i et) 
el 
. 


. 


. 


. 
- 


Ole a1 COU 


. 


— eR De DOR 


=° 
oo 


- 


ke 
@Snmwowvonae 


Mittel: 2.810 0,514 0,534 

yroxin 

2,760 0,474 0,490 Thyroxin 
2,770 0,596 0,456 21,5 4, a 
2,970 0,501 0,576 9, # 
3,140 0,504 0,656 ‘a 
2,860 0,548 0,704 5,£ a 
2,600 0,530 0,640 is 


Qooke ore 


yroxin Mittel : 2,855 0,526 0,587 2,2. Thyroxin 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





Rest-N in 9/9 des 
Gesamt-N 9% 
_ - _ —| Differenz 


direkt 24 Std. Rest-N 


1) N 
Rest-N Rest-N 
direkt 24 Std. 


Vor- 
behandlung 
Gesamt-N 


3,080 0,585 0,596 19,0 19,3 |] : Serum 
2,860 0,448 0,616 15,7 215° f * 

2,520 0,504 0,615 20,0 24,4 
2,830 0,575 0,552 20,4 19,5 


Mittel: | 2,823 0,528 0,595 | 188 , 212 | Serum 





2,916 0,414 0,464 14,1 15,9 | AO] 
2,340 0,532 0,840 22,7 35,9 | 3,2 " 
2,760 0,456 0,610 16,5 22,1 

2,536 0,406 0,524 16,0 20,6 

2,880 0,646 0,485 22,4 16,8 

2,920 0,330 0,351 11,3 12,0 

2,600 0,435 0,590 16,7 22,6 

3,050 0,834 0,860 27,3 28,2 


Mittel: 2,750 0,507 0,591 18,4 21,8 





Zur Physiologie der pflanzlichen Virose. 
Von 
Hans Marcks Franke. 
(Aus dem Hsiao Ho Yuen Medical College in Mukden, Mandschurei.) 


(Eingegangen am 30, Dezember 1937.) 


Die vor kurzem in dieser Zeitschrift mitgeteilten ,, Untersuchungen 
iiber die Physiologie der pflanzlichen Virose’ (1) haben zu einer kritischen 
Stellungnahme von seiten G. A. Kausches (2) gefiihrt, wobei dieser 
Autor auf Grund von Untersuchungen an x- und y-Viren die veréffent - 
lichten Befunde am klassischen Virus zum Teil in Frage stellt, zum Teil 
als unwesentlich kennzeichnet. 

Hierzu muB zunichst betont werden, da die Verschiedenartigkeit 
der von beiden Seiten untersuchten Vira bei Abwagung der Ergebnisse 
gegeneinander zu auferordentlicher Vorsicht zwingen sollte. Denn 
einmal unterscheiden sich die Stémme des klassischen Virus im Symptom- 
und Immunverhalten erheblich von denen anderer Vira und stellen die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften in Gegensatz zu den thermo- 
labileren und nicht trockenresistenten «- und y-Vira (3). Zum an- 
deren sind in den Konzentrationsverhaltnissen des Virus in der 
Pflanze bereits Unterschiede bekannt (4), die einen Vergleich etwa des 
Titrationsverhaltens der beiden Virusgruppen unmdglich machen. 

Abgesehen hiervon aber erscheint es nétig, auf einige der von 
Kausche erwahnten Verhaltnisse besonders einzugehen, um die Frage 
der theoretischen Deutbarkeit der mit den verschiedenen Methoden 
erhaltenen Befunde zu klaren. So diirfte es als zweifelhaft gelten, aus 
den Verhaltnissen der Pufferung Riickschliisse auf die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die Reaktionskinetik des virésen 
Prozesses zu ziehen, Um die Abhangigkeit der Virusvermehrung von 
der Gewebsreaktion zu ermitteln, muB vielmehr in erster Linie ihr Aus- 
maB in funktionelle Beziehung zur Wasserstoffionenkonzentration 
gesetzt werden: diese Beziehung ergab jedoch fiir das Immunverhalten 
iiberhaupt keine und fiir das Symptomverhalten ,,keine eindeutige 
Abhangigkeit’*. Diese vorsichtige Deutung der Befunde ist angesichts 


der Komplexheit des virésen Prozesses jedenfalls angebrachter als eine 
Ableitung aus Pufferungsdaten, die sich aus der Titrationsanalyse an 
anderen Punkten als dem eigentlichen physiologischen Arbeitspunkt 
der Pflanze ergeben. 





H. M. Franke: 


So erscheint der Sinn der Kauscheschen Kritik vielmehr dariy 
da®B er eine Titration im sauren Bereich als wertlos ansieht und der von 
ihm gewahlten Titration nach der alkalischen Seite hin eine besondere 
Bedeutung zuschreibt. Er begriindet diesen Anspruch mit dem Hinweis 
auf die Optimumanalysen, die fiir das Maul- und Klauenseuchevirus 
neben dem sauren Optimum ein solches im alkalischen Bereich ergebey 
hatten. Aber abgesehen davon, da die sauere Reaktion pflanzliche: 
Gewebsfliissigkeiten im Gegensatz zu denen der tierischen, bei welchen 
eine aktuelle Alkalitét physiologische Bedeutung besitzt, eine solche 
Analogie als zweifelhaft erscheinen laBt, gelten fiir das klassische Virus 
besondere Bedingungen, die gerade die Titration im sauren Bereich 
analytisch wertvoll gestalten. Aus den Arbeiten Stanleys und Beales 
ergibt sich namlich, daB der isoelektrische Punkt der klassischen Virus. 
proteine bei py 3,4 angenommen werden mu und daB das Virus in 
der Pflanze mindestens teilweise als freies Virusprotein vorliegt (4) (5) 
Aus der Bedingung fiir die Lage des isoelektrischen Punktes eines 
Ampholyten 


oy ald 
[H+] = k,, 
ky 
ergibt sich aber weiterhin, daB der theoretisch alkalischste Wert cer 
basischen Dissoziationskonstanten bei py 6,8 gelegen ist. Dieser Grez- 


wert ist jedoch unméglich, da die Inaktivierungsgrenze des Virus um 
pu | fiir das py-Aquivalent von P,, nur einen Maximalwert von py 5s 


anzunehmen erlaubt. Da nun andererseits die py-Werte der Disso- 
ziationskonstanten mit den Bereichen maximaler Pufferung zusammen- 
fallen, so leuchtet es ein, daB fiir das klassische Virus die Zone starkster 
Puffervariabilitat im sauren Bereich gelegen ist und somit der sauren 
Titration besondere Bedeutung zukommt. Im itibrigen haben neuere 
Untersuchungen an menschlichen Virosen und Neoplasmen analoge 
Pufferdifferenzen in gewissen bevorzugten sauren Bereichen gezeigt. 
Uber diese Untersuchungen wird in Kiirze berichtet werden. 

Noch weit gréBer sind die Schwierigkeiten fiir den Vergleich der 
Redoxpotentiale, die sich mit den beiden verwendeten Methoden er- 
geben. Nun hat zwar die Entdeckung von Wartenberg (6), wonach dem 
Melaninmechanismus eine erhebliche Bedeutung fiir die Potential. 
bildung in Gewebebreiaufschlimmungen zukommt, zweifellos den be- 
deutsamsten Fortschritt in der Erkenntnis der letzten Jahre gebracht, 
doch bedarf das Wesen dieses Mechanismus in seiner Beziehung zu den 
reversiblen Redoxsystemen noch einer weitgehenderen experimentellen 
Erhellung, bevor seine Bedeutung fiir das System der gelésten Redox- 
systeme, die im homogenen Mittel geschleuderter Prefsafte vorliegen, 
zahlenmaBig und vergleichbar sichtbar gemacht werden kann, Denn es 
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ist klar, daB die irreversible Oxydation zu den Melaninkérpern zu einer 
Verschiebung in der Beschwerung der reversiblen Teilsysteme der 
fliissigen Phase fithren muB, die gerade die Bereiche geringster Be- 
schwerung und damit besonders das Grenzpotential beeinflussen wird. 
Ferner leuchtet ein, daB, wenn die Frage des Grenzpotentials von 
ausschlaggebender Bedeutung sein soll, die Wah| des Potentialbeschwerers 
besonders wichtig ist. Wahlt man namlich zur Potentialvermittlung 
ein System von relativ positivem Potentialbereich, wie etwa das der 
Glucosaccharonsiure Aausches, so kann dieses in den stark negativen 
Bereichen des Grenzpotentials wegen seiner vollkommenen Reduzierung 
und damit seiner minimalen Beschwerung nicht mehr als Potential- 
vermittler fungieren und seine potentialtragende Kraft bleibt mehr 
von seinem eigenen Grenzniveau als dem der physiologischen Redox- 
systeme bestimmt. 


Daneben wird die Einstellung auf gleiche Wasserstoffzahlen 
Schwierigkeiten bereiten. Wihrend fiir Enzymstudien und bei Suspen- 
sionen lebender Organismen die Einstellung auf gleiche py-Werte 
durch Aufschwemmung in Pufferlésungen unbedenklich ist, erscheint 
dies bei pflanzlichen PreBsaften nicht ohne weiteres zu gelten. Denn 
die relativ starke Pufferung pflanzlicher PreBsafte fiihrt dazu, daB bei 
Mischung selbst von gleichen Mengen PreBsaft und etwa Phosphat- 
puffer der py-Wert in vielen Fallen nicht auf den gewiinschten Puffer- 
wert stabilisiert wird, so daB sich eine Umrechnung nach den bekannten 
Formeln von Michaelis oder Clark nétig macht. 


SchlieBlich muB noch darauf hingewiesen werden, da auch der 
Wirkungsweise der verwendeten RedoxmeBgerite ein EinfluB auf die 
Potentiale zukommt. So unterscheidet sich die Kompensationsmessung, 
bei welcher dem Roéhrenvoltmeter lediglich die Rolle eines Kompensa- 
tionsindikators zukommt, von der reinen Elektrometermessung grund- 
sitzlich dadurch, da8 die Kompénsationsmethode infolge der Anregung 
der Redoxelektrode durch die angelegte Kompensationsspannung nur 
die Bereiche stairkerer Beschwerung zu messen vermag, wahrend bei 
der Elektrometerréhrenschaltung diese Schwierigkeit nicht besteht. 
Dennoch weist auch die Messung mit Elektronenréhren gewisse Nach- 
teile auf, die nur durch eine Verfeinerung der Methodik behoben werden 
kénnen; dieser Aufgabe ist eine kommende Arbeit gewidmet. 


Aus allem ergibt sich, daB die Beurteilung der mitgeteilten Befunde 
am klassischen Virus auf Grund von experimentellen Untersuchungen 
an x- und y-Viren verfriiht sein diirfte. So mu daran festgehalten 
werden, da fiir das klassische Virus die Pufferungsunterschiede im 
sauren Bereiche als kritisch zu gelten haben und daB® die Potential- 
unterschiede in zentrifugierten PreBsaiften im angedeuteten Sinne auf 
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Veranderungen in den beschwerenden Systemen beruhen. Zur Klar. 
stellung eines offensichtlichen Mi®verstandnisses in der Kauscheschen 
Darstellung mu hierzu noch mitgeteilt werden, daB nicht die Unter. 
schiede im Endpotential als soleche, sondern lediglich ,,das Ausmap des 
Unterschiedes‘ als unwesentlich gekennzeichnet wurde. 


Literatur. 

1) H. Marcks Franke, diese Zeitschr. 293, 39, 1937. 2)G. A. Kausche, 
ebenda 294, 365, 1937. 3) EB. Kohler, Die Viruskrankheiten in P. Sorauer, 
Handb. d. Pflanzenkrankheiten, Berlin 1934. — 4) W.M. Stanley, Ame 
J. Bot. 24, 59, 1937. 5) H. Purdy Beale, Contrib. Boyce Thompson Inst 
8, 413, 1937. —- 6) H. Wartenberg u. A. Hey, Planta 25, 258, 1936. 





Beobachtungen bei der Vergirung von Biosen 

durch fusarium lini Bolley. 
IV. Mitteilung zur Biochemie der Fusarien. 
17. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung'. 
Von 
F. F. Nord und Werner Engel. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 9, Februar 1938.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Nachdem in den vorhergehenden Mitteilungen durch positive 
Befunde? der Nachweis erbracht worden ist, daB die alkoholische Garung 
mit lebenden Zellen von Fusarium lini Bolley (FIB.) nicht durch eine 
vorherige Veresterung anorganischen Phosphats eingeleitet zu werden 
braucht, konnte weiter festgestellt werden, daB organischen P-Donatoren 
bei diesen Enzymsystemen, die vollwertige alkoholische Garung hervor- 
rufen, lediglich eine Funktion beim Zellneubau zuzuschreiben ist. Gleich- 
zeitig ist beobachtet worden, daB unter besonderen Versuchsbedingungen 


nach Zusatz von Adenylsaure festgestellte Leistungssteigerungen auch 
deshalb nicht durch eine Phosphatiibertragung auf den zu vergarenden 
Zucker hervorgerufen sein kénnen, da sie in entsprechender Weise 
auch nachgewiesen wurden, wenn Alkohol als Substrat Verwendung fand. 


Es erschien unter diesen Umstainden geboten, das Verhalten 
von Disacchariden (Maltose, Lactose) bei der Vergarung durch das 
Enzymsystem lebender Zellen von FIB. einer Untersuchung zu unter- 
werfen. Die Vergirung der Disaccharide hat ein besonderes Interesse, 
weil iiber den Abbauweg und die Phasenfolge der Vergairung dieser 
wichtigen Kohlenhydrate durch Hefe noch keine Entscheidung getroffen 
werden konnte und weil iiber die Rolle der Phosphorylierung, d. h. 
ob sie iiberhaupt und an welcher Stelle der Phasenfolge sie sich ein- 
schalten kénnte, nur sparliche Beobachtungen vorliegen. Als Voraus- 
setzung fiir die Vergirbarkeit der Disaccharide galt friiher ganz all- 
gemein die Anwesenheit spezifischer Carbohydrasen im Enzymsystem 
der betreffenden Erreger. Noch in jiingster Zeit auBern sich z. B. Arm- 
strong und Armstrong? zu dieser Frage wie folgt: 


1 16. Mitteilung: H. Hofstetter, H. Leichter u. F. F. Nord, diese Zeitschr. 
295, 414, 1938. — # Vgl. z. B. F. F. Nord, H. Hofstetter u. E. Dammann, 
ebenda 293, 231, 1937. —- * The Carbohydrates, 5. Aufl., London, S. 164, 
170, 179, 1934. 
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, maltose is fermented only by those yeasts which contain maltase and 
then not until hydrolysis has been brought about by the enzyme‘ und spater 
,only those yeasts which contain lactase are capable of fermenting milk. 
sugar‘‘; dann sagen sie beziiglich Rohrzucker ,,cane sugar is fermented hy 
yeasts only after previous inversion with the invertase of yeast‘. 

Durch Untersuchungen von R. Willstdtter mit G. Oppenheimer an 
der Lactose! und mit W. Steibelt an der Maltose? wurde nun die 
Frage gepriift, ob auch die Méglichkeit einer direkten Vergirung 
von Biosen bestehe. Sie haben in der Hefe fiir die Maltose und Lactose 
die Existenz besonderer Zymasen angenommen, die die genannten 
zusammengesetzten Zucker vergaren, ohne daB vorher eine Aufspaltung 
zu Monosen erfolgt. H.Sobotka und M. Holzman® glaubten diese Be- 
funde mit Hilfe einer besonderen amerikanischen Hefe, die bei einem 
pu = 2,5 sowohl lebt als auch gart und sich vermehrt, bestatigen zu 
kénnen und nahmen infolgedessen die Existenz einer besonderen 
Maltozymase an. Sie setzten hierbei ahnlich wie Hvistendahl* voraus, 
daB als Zwischenphase bei der direkten Folge der Biosenvergirung die 
Stufe eines Disaccharidphosphats (ahnlich den isolierten Hexoseestern) 
durchlaufen wird. Diese Annahme wurde jedoch von Baba® experi- 
mentell widerlegt. Zu dem Ergebnis, daB Disaccharide eine direkte 
Vergirung erleiden kénnen, gelangte neuerdings auch H. D. Wright® bei 
der Untersuchung des Abbaues von Lactose durch Streptococcus 


, 


Verfahren. 


Die analytische Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte in der in den 
friiheren Mitteilungen beschriebenen Weise. 

Da jedoch Disaccharide beim Sterilisieren im Dampftopf eine merkliche 
Hydrolyse erleiden, verwandten wir die Berkefeld-Filterkerze. Die zur Ver- 
girung gelangenden Zuckerlésungen hatten folgende Zusammensetzung: 


Nahrlésung mit anorgan. Phosphat. Nahrloésung ohne Phosphat. 


50 cem Aqua dest. 50 cem Aqua dest. 

1 g Kohlenhydrat 1 g Kohlenhydrat 
0,01 g Asparagin 0,01 g Asparagin 
0,04g MgSO,.7H,O 0,04g MgSO,.7H,O 
0,75 g KH,PO, (auf Monoester ber.) (spater 0,14 g) 


Im Laufe der Versuche ergab sich, daB unser Erreger nie in der Lage 
war, die auf Monoester berechnete anorganische Phosphatmenge auch nur 
annahernd zu verestern. Diese Phosphatmengen wirkten bei Lactose sogar 
hemmend auf die Vergéirung. Daher wurden spater nur noch 140 mg 
KH, PO, in die jeweilige Zuckerlésung gegeben. In vielen Versuchsreihen 
war es von gréBter Wichtigkeit, vollkommen phosphatfrei zu arbeiten. 
Wir gingen daher von der Methode, die Nahrlésung mit einem mit FIB. 
infizierten Leinsamen zu impfen, dazu iiber, nur einige Chlamydosporen aus 


thermophilus. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 168, 1922. —- * Ebenda 115, 211, 

1921. — * Biochem. J. 28, 734, 1934. — 4 Angew. Chemie 46, 335; 1933. 

- 5 Diese Zeitschr, 278, 207; 1934. — ® J. of Pathol. and Bacteriol. 43, 
487, 1936; 45, 117, 1937. 





and 
ater 
nilk- 
L by 


yr an 

die 
rung 
‘tose 
nten 
bung 

Be- 
nem 
n zu 
eren 
"AUS, 
‘ die 
ern) 
peri- 
ekte 
8 bei 


CCUS 


1 den 


liche 
Ver- 
ung: 


hat. 


Lage 
) nur 
sogar 
QO mg 
sihen 
siten. 
FIB. 


nh aus 


211, 
1933. 
1. 48, 


Vergirung von Biosen durch fusarium lini Bolley.. IV. 155 


einer Leinsamenkultur iiberzuimpfen. Um auch dem Einwand zu begegnen, 
da®B die Nahrlésung vielleicht doch geringe Phosphormengen erthielt, wurde 
| Liter phosphorfreie Nahrlésung auf ungefaihr 10cem eingedampft und 
diese Fliissigkeit nach der Phosphorbestimmungsmethode von Briggs 
untersucht. Es konnte keine Anwesenheit von Phosphor festgestellt werden, 
wenn man die Genauigkeit dieser Methode beriicksichtigt, die noch 0,00005 mg 
Phosphor fiir einen Liter Zuckerlésung angezeigt hatte. 

Um auch Veranderungen des Zuckergehalts unserer Versuchslésungen 
genau verfolgen zu kénnen, entschieden wir uns fiir die Methode nach 
Bertrand. Bei konzentrierteren Zuckerlésungen wurde die polarimetrische 
Methode zum Vergleich herangezogen. 


Versuche!. 

Bevor wir an die Vergarung der Disaccharide in Versuchsreihen 
gingen, war zuerst zu priifen, ob im Enzymsystem des auch friiher 
verwandten Erregers neben den bisher gefundenen Zymasen, Dehydrasen 
und Phosphatasen auch Carbohydrasen vorhanden waren bzw. in welchem 
pu- Bereich sie ihre Tatigkeit entfalten konnen. Nach dieser Feststellung 
wurden Vergirungen von Maltose und Lactose in Angriff genommen, 
wobei wir bei der Durchfiihrung der Versuche nach zwei Gesichtspunkten 
vorgingen. Die Kinetik des Garverlaufs wurde in demjenigen py- Bereich 
bestimmt, in welchem sowohl hexosenspezifische Zymasen als auch 
Carbohydrasen optimal wirksam waren, andererseits wurde die Ver- 
girung unter voélliger Ausschaltung bzw. Unwirksamkeit von Carbo- 
hydrasen ausgefiihrt. 


Vergirung der Maltose. 


a) Gdrverlauf an Hand der CO,-Entwicklung. Ankniipfend an die 
Erfahrungen vorangegangener Arbeiten iiber den enzymatischen Abbau 
von Pentosen und Hexosen durch Fusarien, wurden Glucose und 
Maltose unter gleichen Bedingungen im Garverlauf beobachtet. Wahrend 
Glucose, wie zu erwarten war, in 3 bis 5 Tagen nach dem Impfen das 
Maximum der CO,-Entwicklung zeigte (mit einer durchschnittlichen 
Tagesleistung von 70 bis 100mg), wurde Maltose langsamer und 
unregelmaBiger abgebaut (Abb. 1). 

Erst 2 bis 3 Tage nach dem Impfen zeigte sich eine deutliche Mycel- 
bildung und nach 7 bis 12 Tagen die héchste CO,-Entwicklung mit einer 
durchschnittlichen Tagesleistung von 50 bis 60 mg. Wéahrend nach 
diesem Maximum der Abbau der Glucose nun schnell in ein Stadium 
langsamer Vergarung von 15 bis 20 mg CO, Tagesleistung iibergeht, 
fallt die CO,-Kurve der Maltosegirung langsamer und unregelmabig 
zu niederen Werten ab. Bei einigen hier nicht wiedergegebenen Ver- 
suchsreihen hérte das Wachstum sogar nach einigen Tagen starker 


’ Wegen weiterer Einzelheiten vgl. die Dissertation von W. Engel, 
Math.-naturwissensch. Fakultaét d. Friedrich-Wilhelms-Universitaét Berlin, 
1938. 


ri 
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Vergirung plétzlich fast auf, um dann wieder zu hohen Werten an- 


zusteigen. 


b) Beobachtungen iiber die Phosphorylierung der Maltose. Auch die 
Phosphorylierung d.h. der voriibergehende Verbrauch zugesetzten, 
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Tagesleistung an CO» bei der Vergiirung von Glu- 
cose und Maltose bei Pq = 4,8 bzw. 5,2. 


Vergleich 


6 


8 


der 


Phosphorylierung 


7 


anorganischen Phosphats, 
der durch das Phospha- 
tesesystem der Zelle ver- 
mittelt wird, zeigt hier 
ein anderes Bild. 


Wahrend man bei der 
Glucose nach dem 4. bis 
6. Tage im allgemeinen 
einen einmaligen Phos. 
phorschwund von 10 bis 
15 mg Phosphor _beob- 
achtet, ist der anor. 
ganische Phosphorspiegel 
in der Maltoselésung 
waihrend der Hauptver- 
garungszeit vom 6. bis 
12. Tage Schwankungen 
unterworfen, die deutlich 
den Verlauf der Phos- 
phorylierung und der 
Hydrolyse der Ester er- 
kennen lassen. Nach 


20_2 diesem von Monosaccha- 


Tabelle I. 


Kolben I Glucose + P, 


Kolben II Glucose + P, 


riden abweichenden Ver- 
halten war es daher wis- 


von Glucose und Maltose. 


Kolben III Maltose +- P, 
Kolben IV Maltose + P. 





Datum 


28. IV. 
29. IV. 
30. IV. 
gs 
aN 
3. -V. 

Sa) 

5. V. 


Kolben | Kolben Kolben | Kolben 
1 


mgP | 


175 
175 


| 175 


175 
160 
175 
175 


175 


|. 


| me P 


175 
175 
175 
160 
166 
175 
175 
175 


III IV 


mgP  mgP 


175 «175 
175 175 
175 = 175 
175 = 175 
175 175 
170-175 
175 = 167,5 
170 170 





Datum 


| Kolben  Kolben | Kolben | Kolben 
I II Il IV 
mgP mgP | mgP | mgP 


175 | 175 | 170 | 167.5 
175 | 175 | 1% | 175 
175 | 175 | 175 | 175 
17% | 176 | 170 | 175 
175 | 175 | 126 | 175 
175 | 175 | 176 | 175 
175 | 175 | 175 | 175 
175 | 175 | 175 | 175 
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senswert, wie sich der Spiegel des anorganischen Phosphats in den ein- 
leitenden Stadien des Maltoseabbaus verhalten wiirde. 


Maltosehaltige Nahrlésungen von iiblicher Zusammensetzung von 
pu = 4,8 mit 750 mg KH, PO, wurden im ersten Versuch (siehe weiter 
unten) mit Leinsamenmycel geimpft und nach Beginn der Auskeimung 
der Sporen (nach mikroskopischer Untersuchung), die nach 6 Stunden 
begann, zweistiindlich der Phosphorspiegel untersucht (Versuch 1). 


Tabelle II. Beobachtungen iiber die Phosphorylierung wahrend 
des Einsetzens der Garung von Maltose. 





Versuch I * 
stun- [Kolben Kolben| (¢0,- | Kolben Kolhen Oy: Kolben | Kolben CO, 
Mittel- I Mittel- } Mittel- 
i} 
i mgP mgP | werte mgP § mgP werte mgP | mgP werte 


Versuch II Versuch III 








172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
172,5 
8,8 2,5 | 172,5 
175 | 175 7 172,5 
175 | 175 172,5 
175 | 175 11,0 || 17 172,5 


Nach 30Std. ent- 
wickelte CO, = 26,4mg 61,6mg 


. 


| 
175 | 175 | 
175 | 17 | 
175 | 176 | 
175 | 175 | 
175 | 175 | 
175 | 175 | 
175 | 175 
175 | 1% | 
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* Die angefiihrten Werte rechnen vom Beginn der Auskeimung der Sporen. 


Wenn hier keine Phosphorylierung zu beobachten war, so bestand 
immer noch die Moglichkeit, daB die geringen Sporenmengen nicht 
in der Lage waren, einen erkennbaren Verbrauch von anorganischem 
Phosphor anzuzeigen. Es wurde daher derselbe Versuch mit einer 
ausgebildeten Myceldecke wiederholt (Versuch 2). Diese Decke war 
6 Tage auf einer gleichen Maltosenahrlésung geziichtet worden, deren 
Enzymsystem nach unseren Feststellungen zu dieser Zeit sicher die 
Fahigkeit besaB, im geeigneten Medium zu phosphorylieren. Die Decke 
wurde in steriler Maltosenahrlésung langere Zeit gespiilt, um etwaige 
letzte Reste nicht zelleigener Substanzen zu entfernen und zum Impfen 
verwandt. Aber auch dieser Versuch wie ein anderer mit dem Unter- 
schied, daB die Myceldecke vor dem griindlichen Spiilen 3 Tage in 
sterilem Aqua dest. gehungert hatte (Versuch 3), zeigte kein anderes 
Bild. Die nach 30 Stunden entwickelten 26,4, 59,4 und 61,6 mg CO, 
zeigen, daB sich die Nahrlésung nach dieser Zeit schon in lebhafter 
Garung befand, waihrend der Spiegel des anorganischen Phosphats 
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beim Einsetzen der Garung sich jedoch auch bei dauernder Kontrolle 
nicht verainderte. In phosphorfreiem Milieu ausgefiihrte Garversuche 
mit Maltose zeigten erwartungsgemaB eine deutliche Herabsetzung der 
Geschwindigkeit der CO,-Entbindung. 

c) Die Alkoholbildung bei der Vergdrung von Maltose. Die gebildete 
Alkoholmenge entsprach den Erwartungen. 


Tabelle IIT. Reihenversuch mit Glucose und Maltose. Alkoho!l- 
werte. 

Kolben I Glucose + I 

Kolben II Glucose + fT 

Kolben III Maltose + P 


Es wurden abgebrochen: 


Kolben IV Maltose + P, 
Kolben V_ Glucose — P, 
Kolben VI Maltose — P. 


> 
’ 

» 
> 
’ 





2 Gefundene " ; Gefundene 
Entwickelte Entwickelte 
. nach ‘O.- ,  Alkohol- " nach ‘CO... Alkohol- 
Kolben cone © O,-Menge ange Kolben Tagen COy-Menge | “inenge 


mg mg mg mg 
I 20 504,0 371,4 IV 36 516,2 258,28 
II 20 497,8 385,2 V 28 505,5 312,52 
Til 36 521,7 237,16 VI 36 409,0 | 214,76 





Die mitgeteilte Versuchsreihe wurde bei verschwindender Zucker- 
reaktion abgebrochen und der Alkohol bestimmt. 


Da FIB. neben wirksamen Zymasen u. a. noch iiber ein kraftiges De- 
hydrasensystem verfiigt, hangt die gefundene Alkoholmenge zum 
Teil von der Vergirungsgeschwindigkeit des verwandten Zuckers ab. 
Je schwerer namlich eine Zuckerart vom Zymasesystem des Erregers 
angegriffen wird, um so mehr besteht die Méglichkeit, daB die Ge- 
schwindigkeit der Dehydrierung des Alkohols und die Geschwindigkeit 
des zymatischen Abbaus des Zuckers sich einander nahern. Es ist der 
theoretische Fall denkbar, daB es zu einer Alkoholansammlung nicht 
kommen kann, da die Dehydrierungsgeschwindigkeit mit der Ge- 
schwindigkeit der zymatischen Spaltung tibereinstimmt. So zeigen sich 
bei der Verwendung von Glucose ungefahr 75 %, bei Maltose 50 bis 60 °,, 
und bei Lactose 1 bis 2%, der theoretischen Alkoholmenge bei ver- 
schwundener Zuckerreaktion. 

d) pu-Verdnderungen in gdrender Maltosendhrlisung. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration sank wahrend des Abbaus der Maltose von 
4,8 auf 4,5 bis 4,4. Man muB dabei aber beriicksichtigen, daB 750 mg 
KH, PO, schon eine geringe Pufferwirkung ausiiben. 

e) Vergdérung der Maltose in verschiedenen: py-Bereichen. Der 
unregelmaBige Verlauf der CO,-Kurve und die Schwankungen des 
Phosphorspiegels bei der Vergirung der Maltose lieBen vermuten, da‘ 
weder Maltose noch ein einheitliches Hydrolysenprodukt (Glucose), 
sondern ein Substratgemisch der tatsichlichen Garung unterworfen 





rolle 
uche 
de r 


dete 


idene 
hol- 
ge 

g 
28 


,52 
eker- 


; De- 
zum 
; ab. 
gers 
Ge- 
rkeit 
. der 
Licht 
Ge- 
sich 
30%, 


ver- 


Vergaérung von Biosen durch fusarium lini Bolley. IV. 159 


war, dessen Zusammensetzung entsprechend der ungleichen Kinetik 
der Hydrolyse bzw. der zymatischen Spaltung wechselte. Vergleiche 
an den CO,-Kurven der Glucose und Maltose lassen erkennen (Abb. 1) 
daB eine direkte Maltosevergirung langsamer vor sich gehen muB als 
ein indirekter Abbau, bei der die gebildeten Glucosemolekiile sehr schnell 
weiter vergoren und dementsprechend die CO,-Kurve zu hohen Werten 
ansteigen wiirde. Daher lag, wie schon oben erwahnt, die Annahme sehr 
nahe, daB bei einer vorliegenden, ,,gemischten‘‘ Garung die einzelnen 
Gipfelpunkte der CO,-Kurve, vielleicht auch die Phosphorylierung, 
durch intermediar entstandene Glucose verursacht wurden. 

Eine Klarung dieser Frage konnte nur herbeigefiihrt werden, 
wenn durch py-Anderungen der Nahrlésungen die eine Vergirungsform 
stark zuriickgedrangt oder ganz ausgeschaltet wurde. In Vorversuchen 
wurde festgestellt, daB bei py = 5,2 die besten Wachstumsbedingungen 
fir FIB. herrschten. 


Tabelle IV. Bestimmung der Mycelmenge auf Maltoselésung bei 
verschiedenem py unter gleichen Bedingungen. 





Datum Py = 2,8 pa > pu = 4,8 Pu = 5,2 | Dy = 6,8 


15. V. | + ++ 
17. V. as ++ +++ 


| 
| 

ah -1.. io ole 
oe T 
| 


+++ 
++++ ++4 
++ ++++ 
74 | 28 


19. . + | +--+ + a ss oes 


Mycelinmg 201 | 71,0 | 91,2 

Die hierzu verwandten Pufferlésungen wurden aus Gemischen von 
H,PO,, KH,PO, und Na,HPO, hergestellt. Es waren alle Puffer so 
berechnet, da in je 50 cem Nahrlésung nach der Pufferung 170,7 mg Phos- 
phor enthalten waren. 

Wurden aber CO,-Kurven iiber den Garverlauf der Maltose- 
lésungen bei verschiedenem py aufgenommen, so zeigte sich iiber- 
raschend in saurem py = 3,5 eine fast normale CO,-Kurve (Abb. 2). 
Verschiebt man das py der Nahrlésung noch mehr ins saure Gebiet, z. B. 
auf pu = 2,8, so lassen unter so ungiinstigen Bedingungen Wachstums- 
schwierigkeiten wieder ein anormales Kurvenbild entstehen. 

Nach diesen Vorversuchen war es erforderlich, diejenigen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen in einer Nahrlésung festzustellen, in der bei 
normalen Wachstumsbedingungen die Maltasewirkung bei FIB. aus- 
geschaltet war. _ 

f) Carbohydrasen im Enzymsystem von FIB. Bei der Bereitung 
von Enzymlésungen bedienten wir uns der Erfahrungen, die bei der 
Herstellung von Hefeextrakten gesammelt wurden!. Die bei den 


1 R. Willstatter u. W. Steibelt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 157, 1920; 
R. Willstdtter u. E. Bamann, ebenda 151, 242, 1926; H. Sobotka u. M. Holz- 
man, |. e. 
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Garversuchen anfallenden Mycelmengen lohnten eine Aufarbeitung 
jedoch nicht. Wahrend die Hefe dem Forscher in beliebigen Mengen 
zur Verfiigung steht, erreichten wir in Massenkulturen unter giinstigen 
Bedingungen in 10 bis 15 1-Liter-Fernbach-Kolben nach 14 bis 17 Tagen 
7g Trockenmycelausbeute. Um uns groBer Mycelmengen bedienen 
zu kénnen, wurde die Ziichtung im kiirzlich beschriebenen Steril- 
incubator! vorgenommen. 


mg C0, Kolten I Py - 38 me 
» H Mpy-35 
a a 
DV py=6 
V et brs 
W yy-48 ! 


7, 





a 
Toge 
Abb. 2. Tagesleistung an CO, bei der Vergiirung von Maltose in verschiedenen py-Bereichen 
(Pufferung wie in Tabelle IV). 


Vorversuche zeigten deutlich, daB die Enzymwirkung in Uber- 
einstimmung mit dem Alter der Myceldecken rasch abnimmt, wahrend 
ihre Garfaihigkeit iiber 18 Monate erhalten bleibt. Ein Monat alte 
Trockenpraparate zeigten keine Maltasewirkung mehr. 

Je 6g iiber Ton luftgetrocknetes Mycel wurde mit Essigester auf- 
geschlossen und dieser Enzymauszug mit einer maltosehaltigen m/10 Puffer- 
lésung derart aufgefiillt, daB der Endtiter einer 0,5 %igen Maltoselésung 
entsprach. Die Pufferlésung bestand nach den Angaben von Sérensen im 


pu-Bereich von 3,3 bis 5,5 aus sec. Na-Citrat + HCl oder + NaOH (m/10), 
pu-Bereich von 5,9 bis 7,0 aus Na, HPO, + KH,PO, (m/3), 
pu-Bereich von 7,8 bis 8,8 aus Boratlésung + HCl (m/10). 

Das gefundene Wirkungsoptimum der Maltase von FIB. von 
pu = 9,2 bis 5,3 stellt den Erreger nach diesem Gesichtspunkt zwischen 
Schimmelpilze und Schizosaccharomyceten mit einem Maltaseoptimum 


1 E. Dammann, Zeitschr. f. Bact. u. Parasitenkunde I. Abt. 141, 93, 
1938. 
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Tabelle V. Bestimmung des Wirkungsbereichs und -optimums 
der Maltase. 





Einwirkungs- | Pu = 3,3 pa = 4,0 pu = 4,6 
dauer in Std. 





mg Cu Spaltungin®/) | mgCu Spaltungin®/,,| mgCu_ Spaltungin®/) 


48,5 | — 49,0 = 
55 | 7,1 55,9 | 19,3 
53,9 14,9 60,4 31,9 
— — 64,6 43,7 
bie | 24,0 67,7 52,3 
61,4 35,6 70,0 58,8 
61,7 | 36,4 70,6 60,5 


Spaltung 0% Spaltung 36,4 % Spaltung 60,5%* 


a 
GO Go Go Go Go Go Go 


ev es 2 9 
“Iss ss Or 





= 5,2 = §,$ 
Einwirkungs- to Piatt pu = 5,3 
dauer in Std. —————_- 


mg Cu Spaltungin®/) |) mgCu Spaltungin% 9) mgCu  Spaltung in °/9 


49,8 — 49,0 — 49,0 ~ 
71,2 58,5 71,3 61,2 64,7 43,2 
82,1 88,2 81,9 90,1 74,3 69,4 
85,3 96,9 84,3 97,2 79,9 84,7 
86,3 100,0 85,2 100,0 81,6 89,5 
86,3 100,0 85,0 - 100,0 83,4 94,2 
— — — 83,2 93,6 


Spaltung 100.0% Spaltung 100,0% Spaltung 93,6 % 
/0 J /0 I 





Einwirkungs- | Pa = 5,5 Pu = 554 
dauer in Std. ||—— Lact si etme acl lesa 
mg Cu Spaltung in %/) | mg Cu | Spaltung in °/) || mgCu Spaltung in °/5 





49,0 - 48,5 - 51,3 - 
56,9 é 54,0 15,2 -- 
65,4 : 61,0 34,5 60,5 23,7 
72,8 5,2 68,1 54,1 65,6 36,9 
75,6 73, 72,3 65,5 68,0 43,1 
79,1 2, 75,4 74,3 74,7 60,4 
79,8 5 75,8 75,4 75,9 63,5 


Spaltung 84,5% Spaltung 75,4% Spaltung 63,5 % 
* Bei Py 5,0 betrug die Spaltung 86,099. 


Vergleichslésungen blieben unverandert. 


von 4,2 bis 4,5 bzw. 4,5 und untergarige Hefen mit einem Maltase- 
optimum von 6,2 bis 6,8**. Erwartungsgema8 fallt das Wirkungs- 
optimum von FIB. mit dem Wachstumsoptimum und den CO,-Héchst- 
werten der Maltosegarung zusammen. Es scheint sich also die 


** EF. Hofmann, diese Zeitschr. 275, 320, 1935. 
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Vermutung zu bestatigen, daB die im Bereich des Wirkungsoptimums 
der Maltase entstehende Glucose an den sprunghaft hohen CO,-Werten 
Anteil hat, wenn man auch nicht iibersehen darf, daB die Héhe der 
zum Vergleich herangezogenen Vergairungskurve im py-Bereich von 
3,5 durch die ungiinstigen Wachstumsbedingungen geringere CO,,- 
Werte zeigen muB. 

g) Gibt es einen Maltosephosphorsiureester? Weiter wurden Ver- 
suche unternommen, festzustellen, ob die Maltose bei direktem Abbau 
durch FIB., wie z. B. die Glucose phosphoryliert werden kann. Dat} 
eine einleitende Phosphorylierung nicht zustande kommt, wurde schon 
oben bewiesen. Bei den Untersuchungen tiber die Maltasewirksamkeit 
wurde gefunden, daB bei einem py = 3,3 keine Spaltung der Maltose, 
d.h. keine Maltasewirkung mehr zu beobachten war. Bestand daher 
die Méglichkeit einer Bildung von Maltosephosphorsaureester durch 
FIB., so muBten Wachstumsversuche in diesem py bei Anwesenheit 
anorganischen Phosphats eine Anderung des Phosphorspiegels und somit 
eine Phosphorylierung zeigen. Auch bei vielen Wiederholungsversuchen 
konnten wir aber eine meBbare Phosphorylierung nie beobachten. 

Die Tabelle beweist in eindeutiger Weise, daB im py-Bereich von 3,3, 
also unter vélliger Ausschaltung der Maltase, in den hier mitgeteilten 


TabelleVI. Beobachtungeniiber die Phosphorylierung der Maltose. 


Kolben I Maltose +P pnp = 3,2, 
Kolben II Maltose + P px 3,2, 
Kolben IIT Maltose ++ P py 5,2, 
Kolben IV Maltose + P px §,2. 
Die Pufferung der Lésungen wurde durch Phosphat vorgenommen. 
pu = 3,3, 75mg H,PO, (spez. Gew. = 1,70), 675 mg KH,PO,. 
pu = 5,2, 750mg KH,PO,, 30mg K,HPO,. 
Die Nahrlésungen von gewohnlicher Zusammensetzung wurden am 
26. IV. mit 5 Tage altem Leinsamenmycel geimpft. 





Kolben I Kolben II Kolben IIT Kolben IV 


DH Pa- pu- nee - 
mg P Wate mg P Werte mg P Werte me F erte 
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. 
s 
. 
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170 6,2 || 170 
170 | 51 || 170 | 
(170 | 50 | 162.6 | 
165 | 5,0 || 165 | 

| 170 | 6,0 || 170 

| 170 5,0 | 165 
162,5 | 6,0 | 165 
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Zeitintervallen, eine Phosphorylierung nicht zum Vorschein kommt. 
Wenn man sich noch daran erinnert, da8 auch eine einleitende 
Phosphorylierung der Maltose bei py = 4,8 auch in Zeitabstanden 
von 2 bis 3 Stunden nicht zu beobachten war, so mu hiermit noch einmal 
festgestellt werden, daB Maltose ohne meBbare Phosphorylierung von 
FIB. vergoren wird. 

Isolierung von Gluconsiure. 


Bei Reihenversuchen in einem Nahrmedium mit ungiinstigem 
pu oder einem schwer vergirbaren Zucker (Lactose), verainderte sich 
das auBere und morphologische Bild des Erregers ganz auffallend. 
Es traten keine zusammenhangenden Myceldecken mehr auf, sondern 
kleine Pilzfiden durchsetzten gleichmaBig die Nahrlésung, und auf der 
Oberflache bildete sich rasenartig an vielen Stellen ein weibes Luftmycel. 
Gleichzeitig war ein meBbarer Unterdruck in den Versuchskolben zu beob- 
achten, der darauf hinwies, da8 FIB. durch eine starke Atmung sich den 
ungiinstigeren Verhaltnissen anzupassen suchte. Diese Fihigkeit schloB 
die Méglichkeit in sich, daB F!B. bei Gegenwart einer Glucoseoxydase! 
(Aero—Glucose—Dehydrase?) die vorhandene Glucose unter Mitwirkung 
des Luftsauerstoffs in die entsprechende Hexonsiure verwandeln 
konnte. Bei Essigbakterien, Aspergillus- und Penicillienarten war 
diese Fahigkeit zur Gluconséurebildung schon lange bekannt. 

Nach Angaben in der Literatur ist die Ausbeute an Gluconsaure 
stark von der Zusammensetzung der Nahrlésung abhangig. Da die 
Erfahrungen tiber den nétigen N-Gehalt der Nahrlésung auseinander- 
gehen, stellten wir eine den Eigenschaften von FIB. angepaBte Nahr- 
lésung zusammen: 

auf 1000 cem Aqua dest., 100g Glucose (Maltose), 
0,5g Ammoniumsulfat, 1g KH,PO,, 0,25g MgSO,.7H,0. 


Zu den Beliiftungsversuchen wurden Kolben nach Kluyver benutzt, 
in denen wahrend des ganzen Garverlaufs PreBluft durch die Lésung 
perlte und in jeden Kolben von 1 Liter Fassungsvermégen 50 g CaCO, 
nachgegeben wurden. Alle Handhabungen wurden unter streng sterilen 
Bedingungen ausgefiihrt. Um die Gardauer zu verkiirzen, impften 
wir mit kraftigen 6 Tage alten Decken. Von Wichtigkeit war das haufige 
Aufriihren des CaCO,, um auch méglichst viel der organischen Sauren 
als Ca-Salze auszufallen und so der Einwirkung des Erregers zu entziehen. 


1 Miiller, Ergebnisse d. Enzymforschung V, 8. 259, Leipzig 1936; 
Bernhauer, Die oxydativen Garungen. Berlin 1932. — * Vgl. zur Nomen- 
klatur: W.Franke u. F. Lorenz, Ann. d. Chemie 582, 25; 1937. —- Das Auf- 
treten von H,O, in entsprechenden, noch unveréffentlichten Versuchen 
konnten inzwischen Z. Dammann bzw. A. Hayasida sowohl bei FB. als auch 
bei fusarium graminearum Schwabe, mittelst der Reaktion von Stamm in 
der Ausfiihrungsform von O. Schales (Ber. D. Chem. Ges. 71, 456; 1938) 
nachweisen. 
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Nach 16tagiger Gardauer war die Glucose fast umgesetzt und die in 
Lésung gegangenen Ca-Mengen auf ungefihr 14g gestiegen!. Hier 
wurden die Versuche abgebrochen, je 1200 ccm der Maische von vor 
handenem Zellmaterial und tiberschiissigem CaCO, durch einen Falten- 
filter getrennt und im Vakuum bei 35 bis 40° auf 20 bis 25 ccm eingeengt. 
Dabei fielen geringe Mengen anorganischer Ca-Salze [wahrscheinlich 
neben Ca(HCO,), CaSO, und Ca,(PO,), aus Nahrsalzen] aus der 
sirupartigen Fliissigkeit aus. Nach nochmaligem Filtrieren wurde die 
Lésung mit 200 cem 96 %igem Alkohol versetzt, wobei ein weiBer Nieder- 
schlag die Anwesenheit organischer Ca-Salze anzeigte. Ein weiteres 
Zugeben von Alkohol ergab keinen zusatzlichen Niederschlag. Durch 
weiteres Waschen des Niederschlags mit abs. Alkohol lieBen sich 
Reste von Glucose gréBtenteils entfernen, die den Nachweis der 
Gluconséure durch das Ausfallen von Osazon neben Gluconsaure- 
phenylhydrazid unangenehm stéren kénnen. Ca-Gluconat ist in 
kaltem abs. Alkohol unléslich. Der Niederschlag der organischen 
Ca-Salze wurde in wenig Wasser gelést und die organischen 
Saéuren in einer Probe durch vorsichtiges Zugeben von verdiinnter 
H,SO, in Freiheit gesetzt. Nach dem positiven Ausfall der Reaktion 
von Berg? auf Gluconsdure, den jedoch auch andere Oxysauren ver- 
ursachen kénnen, wurde die Gluconsaéure als Phenylhydrazid nach- 
gewiesen® 4, 
In der durch FIB. vergorenen Glucoselésung konnte auf diese 
Weise die Anwesenheit von Gluconsaure festgestellt werden. 
Versuch 1: aus 120g Glucose entstanden 
4,281 g Gluconsaurephenylhydrazid, Schmelzpunkt 195°, 
oder 
2,932 g Gluconsaure, ‘ 
Ausbeute betrug 2,44 %. 
Versuch 2: 
4,960 g Gluconsdurephenylhydrazid, Schmelzpunkt 196,0°, 
oder 
3,3972 g Gluconsaure, 
Ausbeute betrug 2,83 %. 


Der Nachweis der Gluconsiure bestatigt die Annahme, daB der 
Erreger FB. eine Glucoseoxydase besitzt, die aber nach den Ergebnissen 
der Ausbeute nur schwach in Erscheinung tritt. 


’ Bestimmung des Ca-Gehalts nach Bernhauer. Garungschemisches 
Praktikum. Berlin 1936. S. 128. — # Bull. d. l’assoc. d. chimistes 11, 
882, 1894. — 3 H. Fischer u. F. Passmore, B. 22, 2730, 1889. —- 4 W. Die- 
mair, B. Bleyer u. E. Schneider, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 69, 
214, 1935. 
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Diese Eigenschaft des Erregers machte es auch méglich, die sich 
intermediar bei der indirekten Vergarung der Maltose bildende Glucose als 
Gluconsdure nachzuweisen, wenn man wegen der sehr geringen Ausbeute 
von 27,4 mg (s. weiter unten) eine andere Méglichkeit der Bildung iiber 
Maltosecarbonsaure auBer Acht laBt. Vermutlich werden sich bei der in- 
direkten Vergarung der Maltose wegen der gréBeren Abbaugeschwindig- 
keit nur auBerst geringe Mengen von Glucose bilden, die tiberhaupt nur zu 
fassen sind, weil das Oxy- — 
dationsprodukt sehr viel ae 
langsamer vergoren wird, wie mgC0, cose 
Abb.3 erkennen laBt, und es Glukose +, py=48 BA 
als Ca-Gluconat der weiteren Glukose+?; Dy-29 -—— 
Vergiarung entzogen ist. | Glukansiiure +P, 2y-30 —— | 
Nicht unerwaihnt an dieser say" saat a 
Stelle soll bleiben, daB das a 
dem FIB. sehr nahestehende | 

| 


























Fusarium oxysporum da- 
gegen nicht in der Lage war, 
auch nur Spuren von Glu- 
conséure zu bilden, auch 
dann nicht, wenn die Glu- 
cosenahrlésung als P-Do- 
nator Muskeladenylsdure 
enthielt. 





























Die vergorene Maltose- 
lésung wurde in gleicher 
Weise wie bei Glucose auf 
Gluconsaéure aufgearbeitet. 
Das neben dem _ Glucon- So i 
siurephenylhydrazid aus- 2 2 # 6 wt # 6 #8 5 > 
fallende Maltosazon wurde Abb. 3. Tagesleistung von CO, bei der Vergirung von 
durch Auslaugen mit heiBem Glucose, Gluconsiiure und ihrem Gemisch (1: 1) 
Wasser von dem ersten ge- ae 
trennt; doch gelang eine Trennung erst nach mehrmaligem Umkristal- 
lisieren, wodurch die Ausbeute sehr gering wurde. Aus 100 g Maltose 


wurden gefunden: 
32,7 mg Gluconsdurephenylhydrazid F® — 196,0° oder 22,4 mg 
Gluconsaure. 
Die Ausbeute betraigt also 0,02 %. 
Es wurde als Blindbestimmung ausgefihrt: 


Maltosazon F® = 204,0° 
Gl-ph.hzd. F° = 194—196°__,, ,, 
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Rohausbeute an Gluconsiéurephenylhydrazid: 
78,9 mg F° = 198,5°, 
nach 2maligem Umkristallisieren F° = 196,5°, 
» 3&maligem a 32,7 F® = 196,0°. 
Elementaranal yse : 
Substanz: 4,987 mg, 
CO,: 9,119 ,, 
H,0: 2,666 


” 


Danach ergibt sich: 
berechnet aus C,,H,,0,N O, gefunden 
C = 50,32 C = 49,87 
H= 6,34 H = 5,94 
N= 9,78 N = 9,54 (nach Dumas). 


Vergiirung der Lactose. 
a) Allgemeines Bild der Vergdrung an Hand der CO,-Kurve. Zur 
weiteren Klarung des Disaccharidabbaus durch FIB. wurde ein anderer 
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Abb. 4. Tagesleistung an CO, bei der Vergiirung von Maltose und Lactose bei PH 
5,2 und 5,4. Kolben I bis IV mit P, Kolben V und VI ohne P- 
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Zucker des Cellobiosetyps, die Lactose, zur Untersuchung herangezogen. 
Da dieser Zucker von einer groBen Anzahl von Erregern Jangsamer als 
Maltose und Saccharose vergoren wird, war es nicht verwunderlich, 
daB auch unser Erreger die Lactose nur sehr langsam angriff. Es bildete 
sich schon nach wenigen Tagen auf den Lactosenahrlésungen ein deut- 
liches Luftmycel aus und ein starker Unterdruck im Versuchskolben 
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deutete auf eine starke Atmung des Erregers hin. Die CO,-Kurve 
zeigte dementsprechend niedrige Werte, die nach 6 bis 10 Tagen zu 
Héchstwerten von nur 25 bis 30 mg CQ, anstiegen (Abb. 4). Bemerkens- 
wert ist der sehr unregelmaBige Kurvenverlauf, der im Verhaltnis zur 
Glucosevergérung besonders stark ins Auge fallt. Das Luftmycel war 
immer dann besonders stark entwickelt, wenn sich die Kohlensiure- 
werte um Gipfelpunkte der Kurve bewegten. 

b) EinfluB des anorganischen Phosphats auf den Gédrverlauf der 
Lactose. Auffallenderweise zeigten P-freie Nahrlésungen kein ver- 
mindertes Wachstum wie bei Glucose und Maltose, sondern sie wurden 
sogar haufig viel schneller als Nahrlésungen mit anorganischem Phos- 
phat vergoren. Viele Versuchsreihen zeigten immer wieder das gleiche 
Bild. Wenn man von der Voraussetzung ausgegangen ware, daB die 
Anwesenheit von Phosphor fiir den enzymatischen Kohlenhydrat- 
abbau unerlaBlich ist, so muBte hier ein Versuchsfehler vorliegen. 























40} 

mg C0, Laktose +P (250m) 
Lakfose + 300mg KH, P0, 
Lakfose + 120 mg KH,PO, 
Lakfose + 120 1.9 Mushe/- 


Lakfose-P 





| 
LYS 






























































0 a i ee ae #2 2 
Tage 

Abb. 5. Tagesleistung an CO, bei der Vergiirung von Lactose in Gegenwart verschiedener 

organischer und anorganischer P-Mengen. 


Zuerst wurde die Lactose auf Verunreinigungen von Phosphor unter- 
sucht. 500 mg Lactose wurden mit HNO, im Porzellantiegel verascht und 
mit dem ausgespiilten Ascheriickstand die Briggssche P-Bestimmung aus- 
gefiihrt. 

Tiegel ohne Substanz 14,5532 g 
» mit is 15,0550 g, 
ig mit Ascherest 14,5536 g. 


Der Nachweis auf Phosphor verlief negativ. 


Weiterhin konnten vielleicht die auf Monoester berechneten hohen 
Phosphatmengen der Nahrlésung (750 mg auf 2g Lactose in 50 ccm 
Lésung) das Wachstum ungiinstig beeinflussen. Es wurden daher 
Lactoselésungen mit verschiedenem Phosphatgehalt vergoren, und zwar 
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gingen wir bis zu einer unteren Grenze von 120 mg Phosphat, die in 
Glucose- und Maltosenahrlésungen gerade noch ausreicht, um eine bei 
diesen Zuckern bei Phosphatmangel auftretende Verringerung der Gir- 
geschwindigkeit noch nicht in Erscheinung treten zu lassen. Auch 
die Zugabe des organischen P-Donators Muskeladenylsaure, der sonst 
starke wachstumsférdernde Eigenschaften besitzt, konnte erst in der 
letzten Halfte der Lactosegirung héhere CO,-Werte als P-freie Lactose. 
nahrlésungen verursachen (Abb. 5). Wir haben hier also den bemerkens- 
werten Fall, daB die Gegenwart von Phosphat, deren AusmaB weit 
unter der fiir eine Esterbildung stéchiometrisch berechneten Menge 
liegt, nicht das Wachstum férdert, sondern sogar hemmend wirkt. 
Der Verlauf der Phosphorylierung ist der der Maltose ahnlich mit dem 
Unterschied, da8 hier nur ein einmaliger P-Schwund zu beobachten 
ist. Der gebildete Alkohol wird durch die hier scheinbar kraftiger in 
Erscheinung tretende Dehydrasetatigkeit fast ersch6pfend umgesetzt, 
denn auch wahrend der Hauptgérung abgebrochene Versuche ergaben 
nur 10 bis 20 mg C,H,OH aus 50 ccm Nahrlésung. 


Da auf dem Wege des Essigesteraufschlusses eine Lactasewirkung 
im py Bereich 3.5 bis 7.0 nicht nachzuweisen war, so zeigt sich bei 
der Lactose die bemerkenswerte Tatsache, daB der Zucker direkt ver- 
goren wird und dabei im Gegensatz zum Verhalten der Maltose doch 
eine deutliche Phosphorylierung anfweist. 


Tabelle VII. Reihenversuch mit Glucose und Lactose. 
Beobachtung der Phosphorylierung. 

Kolben I Glucose + P, Kolben III Lactose + P, 

Kolben II Glucose + P, Kolben IV Lactose + P. 





- ‘Kolben Kolben Kolben | Kolben 
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Die Feststellungen, daB einerseits alle anorganischen Phosphat- 
mengen auf die Lactosegirung einen hemmenden Einflu8 ausiiben. 
andererseits aber die Stufe eines Lactosephosphorsaureesters durchlaufen 
wird, laBt deutlich erkennen, daB die Phosphorylierung bei einen 
Garvorgang nicht nur eine ganz untergeordnete Bedeutung spielen kann. 
sondern dag der betreffende Zucker ohne Phosphorylierung in P-freic: 
Ndhrlésung mit Hilfe von FIB. viel schneller vergoren wird. 
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Die Durchfiihrung dieser Untersuchung war durch Unterstiitzung der 
deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht, fiir die auch an dieser Stelle 
aufrichtig gedankt sei. 


Zusammenfassung. 


Im Verlauf dieser Versuche iiber die Vergarung der Disaccharide 
durch FIB. konnten wir zuerst zeigen, daB einmal Maltose langsamer 
als Glucose und, wie der Ablauf der Kohlensaureentbindung erkennen 
laBt, auch unregelmaBiger vergoren wird. Die Phosphorylierung des 
Zuckers tritt schwach und wiederholt (zwei- bis dreimal) auf, waihrend 
eine einleitende Phosphorylierung, die der Kohlensiureentbindung 
vorhergehen wiirde, auch bei Deckenimpfung und Anwendung ver- 
feinerter Versuchsmethoden nicht beobachtet wurde. Wachstums- 
versuche auf Maltose bei py = 5,2 zeigten die gréBte Mycelausbeute. 
Bei der Suche nach Carbohydrasen fanden wir eine im py-Bereich von 
3.6 bis 7,8 wirksame «-Glucosidase (Maltase), die ein Wirkungsoptimum 
bei pa = 5,3 besaB, waihrend eine Lactase bei FIB. nicht vorhanden ist. 
Im sauren Gebiet von pu = 4,8 zeigten die CO,-Kurven bei der Garung 
von Maltose ein unregelmaBiges, dagegen bei py 3.3 ein regel- 
maBiges Bild. 

Der im maltasewirksamen py-Bereich unregelmaiBige Verlauf der 
CO,-Entbindung laBt darauf schlieBen, da hier die Maltose zum Teil erst 
nach erfolgter Spaltung in Glucose, also indirekt vergoren wird. Das in 
diesem Bereich vorhandene Substrat der Garung ist demnach als Misch- 
substrat ungleicher Garwertigkeit anzusprechen, welches den unregel- 
maBigen Verlauf der CO,-Kurve im Gegensatz zu demjenigen im px- 
Bereich von 3,2 bedingt. Bei ausgeschalteter Maltasewirkung wird die 
Maltose in Gegenwart anorganischen Phosphats nicht phosphoryliert. 
Im Einklang mit dieser Feststellung steht die Beobachtung von )ama- 
moto, der mitteilt, daB in Ammoniumsulfat suspendierte Kaninchen- 
Erythrocyten Maltose auch nicht zu phosphorylieren vermégen. 

Der Verlauf der Lactosegirung ist unregelmaBig und noch langsamer 
als bei der Maltose. Es ergibt sich hier die bemerkenswerte Tatsache, dali 


der Erreger auf phosphorfreien Lactosenahrlésungen besser wachst, als 
auf solchen mit anorganischem Phosphat, wobei sogar eine auf Monoester 


berechnete Menge anorganischen Phosphats (750mg KH,PO, auf 
2 g Zucker) stark hemmend wirkt. Da FIB. keine Lactase besitzt, nach 
Ablauf von 6 bis 8 Tagen aber eine Phosphorylierung zu beobachten ist, 
muB sich in den Nahrlésungen ein Lactosephosphorsaureester bilden. 

Die Vergirung der Disaccharide fiihrte dariiber hinaus zu einem 
weiteren interessanten Ergebnis. Nach einer Gardauer von nur wenigen 
Tagen bildete FIB. auf Nahrlésungen der Disaccharide (besonders 


1 J. of Biochem. (Japan) 24, 467, 1936. 
Biochemische Zeitschrift Band 296. 
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ausgepragt bei Lactose) keine zusammenhangende Myceldecke meh: 
und zeigte ein sonst nicht beobachtetes Luftmycel, wihrend im Garraum 
trotz der entwickelten Kohlensaure ein meBbarer Unterdruck vorhanden 
war. Es muBte hier atmospharischer Sauerstoff unter dem Einflut; 
eines bei FIB. noch nicht nachgewiesenen Enzyms auf einen vorhandenen 
oder intermediair auftretenden Donator iibertragen worden sein. Die 
Wiederholung dieser Versuche bei abnorm hoher Glucose- wie Maltose 
konzentration bei starker Durchliiftung der Nahrlésung fiihrte zur 
Isolierung von d-Gluconsaure. Es ist damit der Beweis erbracht, dat} 
die Glucoseoxydase, die bisher nur bei séurebildenden Aspergillaceen. 
Penicilien und anderen Mycelpilzen! gefunden wurde, in FIB. vor 
handen ist. 

Es konnte aber nicht entschieden werden, ob die gefundene Glucon- 
siure méglicherweise durch Hydrolyse einer gebildeten Maltosecarbon. 
siure*®, die infolge direkter Oxydation der Maltose durch die hypo- 
thetische Maltoseoxydase gebildet werden soll, durch die Maltase- 
wirkung von FIB. entsteht. Die auffallend niedrigen Mengen an d-Glu- 
consaiure, die aus unseren Versutchsreihen mit Maltose isoliert wurden. 
kénnten jedoch vielleicht darauf hinweisen, daB die intermediar ent- 
standene Glucose bei der Maltosevergiérung als Donator fiir die Glucon- 
siurebildung fungiert, wenn man die wesentlich gréBere Gargeschwindig- 
keit der Glucose im Vergleich zur Maltose in Betracht zieht*. 

Es kann also zusammenfassend an Hand des hiesigen Tatsachen- 
materials iiber die Vergairung der Disaccharide durch FIB. gesagt werden, 
dafS sie sowohl direkt als auch indirekt vergoren werden und bei der 
direkten Vergirung keiner Phosphorylierung (Maltose) zu unterliegen 
brauchen, wahrend eine einleitende Phosphorylierung weder bei Maltose 
noch Lactose beobachtet wurde. Weiterhin wurde bei FIB. bei un- 
giinstigen Wachstumsbedingungen die Wirkung eines bei FIB. noch 
nicht nachgewiesenen Enzyms, der Glucoseoxydase, beobachtet und 
die Gluconsaure isoliert. 


! D. Miller, Ergebn. d. Enzymforschung V, 8. 269, Leipzig 1936: 

J. Ramsbottom, The uses of fungi, British Association for the advancement 

of science 1936, S. 214. — ? P. Pratesi, diese Zeitschr. 267, 238, 1933. 

- 3 Bei der Vergirung von Glucose durch FIB. wurden Versuche in 

0,5 %iger Lésung mit starker Durchliiftung und in Gegenwart von CaCO 

nicht durchgefiihrt. Aus diesem Grunde muBte dementsprechend auch de1 
Nachweis der Gluconsaure unterbleiben. 
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Versuche iiber den Einflu6 des f-Alanins auf das Wachstum 
von Aspergillus niger. 
Von 
Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 15, Februar 1938.) 


In einer Reihe verschiedener Untersuchungen konnte gezeigt werden, 
daB ein grundlegender Unterschied besteht zwischen den Wuchs- 
stoffen, die auf Saccharomyces cerevisiae (und eine Reihe anderer 
Hefearten) wirken und denen, die Aspergillus niger beeinflussen. So 
konnten die Verfasser durch Erwarmen von Zucker einen Wuchsstoff 
herstellen (Nielsen und Hartelius 1932), der auf Aspergillus niger und 
andere Schimmelpilze wirkt. Dagys (1935) hat gezeigt, daB dieser 
Wuchsstoff keine Wirkung auf Saccharomyces cerevisiae hat. Ferner 
wirken Brenztraubensiure und Glykolsiure als Wuchsstoff auf Asper- 
villus niger, aber nicht auf Saccharomyces cerevisiae (Nielsen und 
Hartelius 1936). SchlieBlich konnte nachgewiesen werden (Nielsen 
und Hartelius 1937, Nielsen und Fang 1937), daB in der Bierwiirze einer- 
seits Wuchsstoffe vorkommen, die auf Hefearten wirken, andererseits 
solche, die bei Aspergillus niger und anderen Schimmelpilzen wirksam 
sind. Schiittelt man namlich Bierwiirze mit Hefe aus, dann kann man 
die Wuchsstoffe, die auf die Hefe wirken, ganz oder teilweise aus der 
Bierwiirze entfernen. Dagegen werden die Wuchsstoffe, die Aspergillus 
und Schimmelpilze beeinflussen, nicht entfernt. Auf Grund der Unter- 
suchungen von Williams und Rohrman (1936) und Lash Miller (1936) 
wei man, da gewisse Aminosiuren, besonders f-Alanin, als Wuchs- 
stoff auf die Hefe wirken. Wir (Nielsen und Hartelius 1938) haben 
Untersuchungen iiber die Wuchsstoffwirkung der Aminosauren auf 
Hefe angestellt und haben ebenfalls gefunden, daB das f-Alanin eine 
sehr groBe Wuchsstoffwirkung auf die Hefe ausiibt, sofern auBerdem 
eine erginzend hinzutretende Wuchsstoffquelle wie z. B. Bierwiirze 
zugesetzt ist. Setzte man zu einer Nahrlésung, die 1°, unbehandelte 
Bierwiirze enthielt, eine optimale Menge f-Alanin, so bewirkte dieser 
Zusatz von f-Alanin eine Zunahme des Wachstums um 36%. Wurde 
dagegen die zugesetzte Bierwiirze vorher mit wuchsstoffhaltiger Hefe 
ausgeschiittelt, wodurch ihre Wuchsstoffwirkung auf die Hefe um 
ungefahr 50° sank (Nielsen und Fang 1937), so bewirkte der Zusatz 
einer optimalen Menge f-Alanin eine Zunahme des Wachstums um 86 %. 
DaB die ausgeschiittelte Bierwiirze eine schwachere Wuchsstoffwirkung 
als nicht ausgeschiittelte Bierwiirze hatte, erklarten wir durch die An- 

12* 
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nahme, dah Ausschiitteln u.a. Aminosauren, darunter auc! 
B-Alanin, entfernt wurden. Ein Zusatz von #-Alanin muB deshal! 
mit ausgeschiittelter Bierwiirze einen gréBeren Ausschlag geben als 
mit nicht ausgeschiittelter Bierwiirze. 

Nun haben wir gezeigt, daB eine so ausgeschiittelte Bierwiirz 
auf Aspergillus niger eine ebenso starke Wirkung ausiibt wie eine nicht 
ausgeschiittelte Bierwiirze. Man mu deshalb erwarten, sofern unsere 
oben besprochene Theorie richtig ist, daB B-Alanin keine Wirkung auf 
Aspergillus niger hat. Um diese Frage zu untersuchen, haben wir die 


beim 


folgenden Versuche angestellt. 

Die Versuche wurden mit der von uns fiir gewohnlich angewandten 
Technik ausgefiihrt. Jedoch enthielt die Nahrlésung auBer den iiblichen 
Stoffen noch 100mg Asparagin und 100mg Glutaminsaure, sowie 
20» Vitamin B, pro Liter. Dieser besondere Zusatz war notwendig. 
da wir gefunden haben, daB B-Alanin auf Hefe und vielleicht auch aut 
Aspergillus niger sehr giftig wirkt, sofern kein Asparagin zugesetzt 
wird. Glutaminsiure und Vitamin B, wirken fordernd auf das Wachs. 
tum der Hefe, wenn f-Alanin zugesetzt ist. Es wurden drei Versuchs- 
reihen angesetzt. In der einen wurde zur Nahrlésung auBer den er- 
wahnten Stoffen 1° nicht ausgeschiittelte Bierwiirze zugesetzt, in det 
anderen 1° ausgeschiittelte Bierwiirze, wahrend in der dritten Ver- 
suchsreihe keine Bierwiirze zugesetzt, wurde. Den Kolben mit je 50 ccm 
Nahrlésung wurden wechselnde Mengen f-Alanin zugegeben. Nach 
48stiindigem Stehen bei 32° wurde die Menge der gebildeten Trocken- 
substanz inden Kolben bestimmt. Die in der Tabelle angefiihrten Werte 


Tabelle. 





Aspergillus 
niger Trocken- 
substanz 
pro 50cem, mg 


Aspergillus 
niger Trocken- 
substanz 
pro 50 ccm, mg 


3 Alanin- 
Zusatz 
pro 50cem, mg 


3 Alanin- 
Zusatz 
pro 50 cem, mg 


196 1% ausge- | 0,4 331 
287 schiittelte 298 
a i 396 wane 0 295 
handelte 333 g a 


Wiirze 


1 % ausge- 
schiittelte 
Wiirze 


310 
298 
218 
299 
295 





Ohne | 
Wiirze | 


20 
4 
1 
0,4 
0,1 
0 70 


sind die Mittelzahlen fiir die Trockensubstanzmengen in drei Kolber 
Wahrend £-Alanin einen starken Einflu8 auf das Wachstum der Hefe 
ausiibt, hat es das Wachstum von Aspergillus niger iiberhaupt nicht 
beeinfluBt. Es sieht vielleicht so aus, als wenn nach Zusatz von 400 y 
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pro Kolben eine ganz schwache Zunahme der Trockensubstanzmenge 
eintritt. Indessen ist das Wachstum bei Aspergillus niger so unregel- 
maBig, daB dieser Unterschied sehr gut auf Versuchsungenauigkeiten 
beruhen kann. Dagegen zeigen die Versuche deutlich, daB das B-Alanin 
in starkeren Konzentrationen giftig gewirkt hat. Es scheint bedeutend 
viftiger auf Aspergillus niger als auf Hefe zu wirken. Endlich zeigen 
die Versuche ebenso wie die friiheren, daB ausgeschiittelte Bierwiirze 
ebenso kraftig auf Aspergillus niger wirkt wie nicht ausgeschiittelte 
Bierwiirze. Das Wachstum ist in den beiden Versuchsreihen gleich 
stark, dagegen bedeutend schwacher in der Versuchsreihe ohne Zusatz 
an Bierwiirze. 

Unsere neuen Versuche haben also gezeigt, daB das f-Alanin auf 


Aspergillus niger nicht als Wuchsstoff wirkt, wodurch der Unterschied 
zwischen Aspergillus niger und Hefe hinsichtlich ihres Wuchsstoff- 


bedarfs von neuem bewiesen ist. Ferner stiitzen diese Versuche unsere 
Theorie, daf der Unterschied zwischen unbehandelter und aus- 
geschiittelter Bierwiirze hinsichtlich ihrer Wuchsstoffwirkung auf Hefe 
dadurch zustande gekommen ist, da 6-Alanin (und eventuell eine Reihe 
anderer Stoffe) beim Ausschiitteln entfernt worden ist. Versuche 
zum genauen experimentellen Nachweis dieser Theorie sind begonnen. 
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Uber Ergebnisse 
mit der Jodzahlbestimmungsmethode nach H. P. Kaufmann. 
Von 
Wolfgang Trappe. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1938.) 


In Ermangelung von geeigneten Methoden zur genauen und ein- 
fachen Erfassung aller Individuen der unter dem Namen der Fette und 
Lipoide zusammefigefaBten, in ihrer chemischen Konstitution auBer- 
ordentlich verschiedenen und variationsfihigen Stoffe, vor allem in 
kleinen Substanzmengen, ist man zu ihrer naheren Charakterisierung in 
erster Linie auf die Bestimmung ihrer Kennzahlen angewiesen. Die 
meisten Kennzahlen geben iiber die Swmme von charakteristischen 
Atomgruppen in einem Gemisch von verschiedenen Fettkérpern Aus. 
kunft. Von besonderer Bedeutung fiir die biologische Fettforschung 
ist das Halogenadditionsvermégen der Lipoide, welches bekanntlich 
die Grundlage fiir die Jodzahl darstellt. Mit Hilfe der Halogenaddition 
ist ein exaktes MaB fiir die Gesamtsumme der Doppelbindungen gegeben. 
Eine Differenzierung der Doppelbindungen ist auf diesem Wege, wenn 
man von der Rhodanzahl Kaufmanns (1) absieht, nicht méglich. Liegt 
ein Gemisch der natiirlichen Fettkérper vor, so bleibt es z. B. voll- 
stindig offen, in welchem MaBe sie den hydrierten Ringen des Chole- 
sterins oder einer Fettsiure in Ein- oder Mehrzahl angehéren, was 
jedoch fiir ihre biologische Funktion von grundlegender Bedeutung ist. 
Trotz dieser, durch ihr Wesen als Kennzahl gegebenen, an sich wesent- 
lichen Kinschrankung der Bedeutung der Jodzahl] fiir die Fettanalyse 
hat sich ihre Bestimmung fiir die biologische Fettforschung als sehr 
fruchtbar erwiesen. 

Der physiologischen Forschung stehen heute eine groBe Zahl ver- 
schiedener Methoden zur Halogenaddition an Doppelbindungen von 
Fettstoffen zur Verfiigung. Die Methoden sind gewodhnlich aus den 
Bediirfnissen der Nahrungsmittelchemie hervorgegangen, und _ spater 
durch Modifikation als Mikromethoden auch fiir die geringen Substanz- 
mengen, die fiir biologische Untersuchungen oft nur zur Verfiigung 
stehen, anwendbar gemacht worden. : 

Die Fahigkeit der verschiedenen Halogene zur Anlagerung an 
Doppelbindungen ist sehr unterschiedlich. Ihre Reaktionsfihigkeit 
nimmt mit steigendem Atomgewicht ab. Der wesentliche Gesichtspunkt 
bei der Ausarbeitung einer Jodzahlbestimmungsmethode ist die 





21n- 
ind 
ser 

in 
x in 
Die 
hen 
LUS- 
ung 
lich 
ion 
en. 
enn 
iegt 
‘oll- 
ole- 
was 
ist. 
ant - 
lyse 
sehr 


iirgebnisse mit der Jodzahlbestimmungsmethode nach H. P. Kaufmann. 175 


Steuerung der Halogeneinwirkung auf das Substrat derart, daB einer- 
seits tatsichlich alle Doppelbindungen quantitativ durch Addition 
abgesattigt werden, andererseits jedoch keine Substitutionsreaktionen 
uuftreten. Die Erfiillung dieser Forderung ist wesentlich erschwert. 
weil in dem Gemisch der aus biologischem Material extrahierten Fett- 
stoffe sich sowohl zu Substitutionsreaktionen neigende Kérper, wie 
auch ungesattigte Verbindungen mit leichter und schwerer addierenden 
Doppelbindungen finden. Ein viel bearbeitetes Problem ist die leichte 
Substituierbarkeit von Wasserstoff der in keinem natiirlichen Fett 
fehlenden Sterine (2). Die Additionsfahigkeit der Doppelbindungen 
ist abhangig von ihrer Zahl und Stellung sowohl zueinander wie im 
Molekiil, insbesondere von der Entfernung von einer negativen Gruppe, 
wie z. B. einer Carboxylgruppe, sowie von diesem selber. 


Die verschiedenen Methoden sind vielfach Gegenstand vergleichender 
Untersuchungen gewesen, ohne da die hierfiir genannten wesentlichen 
Gesichtspunkte immer mit der gewiinschten Scharfe herausgestellt 
worden sind. Wegen der geringen Reaktionsfihigkeit des Jods ist 
dieses allein nicht zur ,,Jodzahlbestimmung‘: zu gebrauchen, wohl aber 
unterjodige Sdure [Schnellmethode von Margosches (3)], Chlorjod 
[Methoden von v. Hiibel (4), Waller (5), Wijs (6)], Bromjod [Methode 
von Hanus (7)| und Brom [Bromdampfmethode (8), Methoden von 
Winkler (9), Rosenmund und Kuhnhenn (10))}. 


In neuerer Zeit ist eine bromometrische Methode, welche sich 
durch besondere Einfachheit in der Ausfiihrung auszeichnet, von 
H. P. Kaufmann (11) fiir Fettmengen von 1,0 bis 0,1 g angegeben 
worden. Die Steverung der Bromwirkung auf die Lipoide geschieht 
durch Lésen desselben in Methylalkohol, welcher mit Natriumbromid 
gesattigt ist. Es ist wahrscheinlich, da8 eine teilweise und lockere 
Bindung des elementaren Broms an Natriumbromid stattfindet. Kawf- 
mann glaubt, daB es sich hierbei in Analogie zu bekannten Bindungen 
von Brom an andere Alkalibromide um Bildung von Tribromiden 
handelt, welche etwa folgende Struktur besitzen wiirden: 


Br 


Na Bro oder N at 


Br 


Es wird aber auch die Méglichkeit offen gelassen, daB sich eine Komplex- 
verbindung aus Methylalkohol, Natriumbromid und Brom bildet. Mit 
der lockeren Bindung von Brom an Natriumbromid in Methylalkohol 
sind neben der Ziigelung der Bromwirkung noch weitere Vorteile ver- 
bunden. Die Bromlésung ist bei Verwendung reiner Reagenzien aufber- 
ordentlich titerbestandig und kann wochenlang aufbewahrt werden; die 
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Bromtension ist stark herabgesetzt, wodurch Bromverluste vermiede) 
werden und das Pipettieren erleichtert ist; die Aktivitat des Broms 
ist unabhangig von dem EinfluB des Tageslichtes. Die Fette werde: 
in Chloroform gelést und methylalkoholische Natriumbromid-Bron 
lésung zugesetzt. Die notwendige Zeit der Bromeinwirkung ist nicht 
eng begrenzt. Das unverbrauchte Brom wird mit KJ umgesetzt und 
das frei gewordene Jod mit Natriumthiosulfat titriert. 

H. P. Kaufmann hat seine Methode mit verschiedenen anderen 
Methoden an zahlreichen natiirlichen Fetten verglichen und die Richtic 
keit seiner Werte an Fettséuren und Cholesterin gepriift. Zusammen- 
fassend kommt er zu dem Ergebnis, daB in vielen Fallen die verschiedenen 
Jodzahlmethoden zum gleichen Ergebnis fiihren, daB aber bei Fetten 
mit einem gr6éBeren Anteil an Unverseifbarem und starker verunreinigten 
Fetten seine Methode zu niedrigeren Jodzahlen als andere Verfahren 
fiihrt, was er auf geringere Neigung zu Substitutionsreaktionen zuriick 
fiihrt. Ferner betont er die Einfachheit der Ausfiihrung. Verschiedene 
Nachpriifer kamen ebenfalls zu giinstigen Ergebnissen (12). 

Eigene Versuche wurden niit Cholesterin, Olsiure, Triolein und 
Linolsiuremethylester unter besonderer Beachtung der notwendigen 
Reaktionsdauer und des Einflusses von wechselndem Bromiiberschul} 
angestellt. Insgesamt wurden 172 Analysen nach der Originalmethode 
gemacht. 


Die Angaben Kaufmanns iiber die Konstanz des Bromverbrauchs 
von Cholesterin auch bei langer Reaktionszeit, welche er gegeniiber 
der Methode von Wijs hervorhebt, wie Tabelle I zeigt, konnte nicht 
bestatigt werden. 


Tabelle 1. Nach Kaufmann (11). 





Jodzahl nach Zeit Jodzahl nach 


Kaufmann Std. Kaufmann Wijs 


62,2 D5, 2 64,5 65,9 


64,1 61, 8 64,5 73,9 


Zahlreiche Analysen ergaben bei langen Reaktionszeiten einerseits 
eine kontinuierliche Zunahme des verbrauchten Halogens, andererseits 
eine deutliche Abhangigkeit von dem BromiiberschuB, die mit zu 
nehmender Reaktionszeit gréBer wird (Tabelle I). 

Bui einem BromiiberschuB von etwa 58°, ist die Zunahme der 
Werte geringer wie bei etwa 89°% UberschuB. Aus-der Tabelle I nach 
Kaufmann geht die GréBe der Einwage nicht hervor. Zu unseren 
Analysen wurden reinste Reagenzien genommen; schlieBlich der Methy!- 
alkohol mit metallischem Calcium noch einmal getrocknet, das Chole- 
sterin zweimal aus Alkohol umkristallisiert (Schm.-P. 149,3), ohne dali 
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Tabelle IT. 


Cholesterin. 


Theoretische Jodzahl: 65, 


‘ 





Reaktions- 


zeit 


Std. 


15 


98,7 mg 
(89,0 9/5 Br) 


70,75 
76,23 
80,65 
84,75 
91,75 


197,4 mg 
(78,0 °/, Br) 


69,7 


93,45 


Einwage und ungefiihrer Bromiiberschu8 * 
394,8 mg 
(58,0 9/9 Br) 


67,50 
69,20 
73,59 
74,55 


76,65 


Durchschnittliche Jodzahl 
und prozentuale Abweichung 


von dem theoretischen Wert 


* Nicht verbrauchte Menge des zugesetzten Broms. 


sich an den Ergebnissen etwas anderte. Ein EinfluB des Tageslichtes 
war nicht festzustellen. Die Inkonstanz der Werte ist auf Substitutions- 
reaktionen zurickzufiihren. Bei kiirzerer Reaktionsdauer waren die 
Werte jedoch bemerkenswert konstant. 


‘ 


Tabelle III. Cholesterin. Theoretische Jodzahl: 65, 





Reaktions- Einwage und Bromiiberschu8 


zeit Durchschnittliche 


303,3 mg Jodzahl 


(68,7 9/9 Br) 


101,1 mg 
Std. (89,5 °/> Br) 


66,43 67,0 
67,08 67,1 
67,61 67,8 


67,50 

67,18 

67,99 

Kine absolute Konstanz der Werte bei verschieden langer Reaktions- 

zeit und wechselndem BromiiberschuB zeigte die Olsaure (,,Kahlbaum'*). 


Tabelle IV. Olsaure. Theoretische Jodzahl: 89,93. 





Reaktions- Einwage und ungefiihrer BromiiberschuB 


zeit Durchschnittliche 


380,4 mg Jodzahl 


(48,0 ©/) Br) 


190,2 mg 
(74,0 ©/) Br) 


95,1 mg 
Std. (87,0 °/ Br) 


89,49 
89,63 
89,83 
89.97 
89,50 


89,75 89,2: 
89,90 89,35 
90,65 89,60 
91,05 89,50 
1 89,05 91,30 


89,20 
89,30 
88,15 


Ebenso konstant waren die Werte des Trioleins. 


Triolein. Theoretische Jodzahl: 86,25. 


Tabelle V. 





Durchschnittliche Jodzahl 
und prozentuale Abweichung 
von dem theoretischen Wert 


Reaktions- Einwage und ungefiihrer Bromiiberschub 
zeit vii ARCS & ere 
378,78 Ing 


(52,6 9!) Br) 


189,39 mg 
(76,0 ®/,) Br) 


94,69 mg 
Std. (88,0 9) Br) 


82,3 81,45 79,25 81,0 (— 6,1 %) 
82,9 82,2 81,3 82,1 (— 4,8 %) 


32," 
81,9 82.0 81,5 81,8 (— 5,16 %) 





W. Trappe: 


Die gegeniiber den theoretisch geforderten zu niedrigen Jodzah|ey 
sind auf Verunreinigungen der Handelspraparate zu beziehen. Dic 
folgende Tabelle zeigt die Werte bei kiirzeren Reaktionszeiten und nach, 
zweimaliger Fraktionierung des Praparates im Hochvakuum (0,8mm Hy). 


Tabelle VI. Triolein. Theoretische Jodzahl: 86,25. 





Reaktions- Einwage und Bromiiberschub 


Durchschnittliche Jodzahl uni 


zeit ¥ : oze é bweic 0 
98,4 mg 295.1 mg prozentuale Abweichung \ 


Std. (87,0 °/) Br) (60,4 9/) Br) dem theoretischen Wert 


84,13 84,98 84,56 (— 1,96 %) 
84,08 85,13 84,59 ( 1,92 %) 
11/, 84,35 85,30 84,78 (— 1,7 %) 


Der zu den folgenden Versuchen verwandte Linolsiuremethy)- 
ester wurde durch Kochen mit Methylalkohol-Schwefelsiure am Riick 
fluBkiihler und mehrfaches Fraktionieren im Hochvakuum aus Leindl- 
sdure (Schering-Kahlbaum) gewonnen. Das Verhalten des Linolsaure- 
methylesters entspricht dem des Cholesterins, d.h. Abhangigkeit des 
Bromverbrauchs von der Reaktionszeit und dem BromiiberschuB bei 
langer Einwirkung der Bromlésung. Der Unterschied der Werte ist 
jedoch viel geringer als bei Cholesterin. Bei kiirzeren Reaktionszeiten 
kommt man zu durchaus brauchbaren Werten. 


Tabelle VIL. Linolsiuremethylester. Theoretische Jodzahl: 172,5. 





Reaktions- Einwage und ungefihrer Bromiiberschu8 i 
zeit aA a RS (Gece 2 Ono a a Uo at cae meee MO 
52,2 mg 104,5 mg 209,0 mg Jodzahl 
(85,0 9/9 Br) (71,0 %/9 Br) (45,0 °/) Br) 


171,2 169,7 170,5 

171,0 170,1 170,6 

1}/, 172,8 171,5 172,2 

2 176,4 172,8 174,6 

41). 178,4 175,8 17,1 

15 184,8 179,8 178,0 180,9 


Zusammenfassend kann man nach den Ergebnissen dieser Unter- 
suchungen sagen, daB bei Einhaltung nicht zu langer Reaktionszeiten 
mit der von H.P. Kaufmann angegebenen Methode auf einfachem 
Wege Addition von Halogen an die Doppelbindungen ohne stérende 
Substitutionen bei den gepriiften Fettkérpern zu erreichen ist. 

Das giinstige Ergebnis der Nachpriifung veranlaBte den Verfasser, 
die Originalmethode durch geeignete Modifikation auch fiir kleine und 
kleinste Fettmengen, wie sie fiir biologische Untersuchungen gewoéhnlic! 
nur zur Verfiigung stehen, anwendbar zu machen (13). 
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Modifikation der Jodzahlbestimmungsmethode 
nach H.P. Kaufmann fiir kleine und kleinste Fettmengen. 
Von 
Wolfgang Trappe. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universiti 
Berlin.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1938.) 
Die Erfahrungen des Verfassers (1) mit der Jodzahlbestimmungys. 


methode von H. P. Kaufmann (2) ermutigten besonders in Anbetracht 
der bestechenden methodischen Einfachheit der Analyse zu_ einem 


Versuch, die Bedingungen fiir kleine und kleinste Fettmengen zu modifi. 
zieren, da die fiir die Originalmethode notwendigen relativ groben 
Mengen von 1,0 bis 0,1 g Fettsubstanzen je nach der zu erwartenden 
Jodzahl fiir biologische Untersuchungen gewohnlich nicht zur Verfiigung 


stelien. 

Wahrend bei der Makromethode die Fette in 10 cem Chloroform 
gelést und 25 ccm einer etwa n/5 methylalkoholischen Bromlésung 
welche mit Na Br gesattigt ist, zugesetzt werden, wurde zur Anwendung 
fiir kleine Fettmengen sowohl die Konzentration wie die absolute Menge 
der Bromlésung vermindert. Lést man die Lipoide in 1 cem Chloroform 
versetzt mit 2ccm etwa n/100 Bromlésung und titriert mit n/500 
Na, 8,0, aus einer 10 ccm-Mikrobiirette, so kann man die Jodzahl. 
bestimmung bei einer zu erwartenden Jodzahl von ungefahr 90 mit 
0,4 bis 1,3 mg Substanz ausfiihren. Bei héheren Jodzahlen kommt man 
mit noch geringeren Mengen aus. Natiirlich ist es auch méglich, aus 
kleineren Biiretten mit entsprechend konzentrierteren Na,S,0, 
Lésungen zu titrieren. Stehen gréBere Fettmengen zur Verfiigung, so 
wurden zu 1 ccm Chloroformlésung 2,5 cem einer etwa n/50 Brom 
l6sung gegeben und mit n/200 Na,S,O, aus einer 10 cem-Mikrobiirette 
titriert. In diesem Falle braucht man die 2!/,-fachen Fettmengen 
bei einer Jodzahl von ungefahr 90 also 1,0 bis 3,3 mg. Die Sattigunyg 
des Methylalkohols mit Na Br ist auch bei der Mikromethode notwendig. 
um einerseits die Bromlésung titerbestandig zu machen. Andererseits 
zeigt sich bei Verminderung des NaBr-Gehalts der Lésung bei der 
Reaktion eine zunehmende Abhangigkeit des Bromverbrauchs von dem 
vorhandenen BromiiberschuB. Die Tabelle I zeigt deutlich, wie bei 
abnehmender Natriumbromidkonzentration der Bromverbrauch des 
Linolsiuremethylesters durch Substitutionsreaktionen bei einem Brom 
iiberschu8 von etwa 82°, stark zunimmt, wahrend bei einem Brom- 
iiberschuB von nur 55% eine solche Abhangigkeit nicht festzustellen ist 
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Tabelle I. Etwa n/100 Bromlésung. 


Linolsauremethylester. Reaktionszeit: 2 Stunden, theoretische Jodzahl: 


172,5. 





Na Br- Einwage und BromiiberschuB *) Na Br- Einwage und BromiiberschuB *) 
Konzen- eratieneens lige libslasiseiinieng eile . ond Konzen- “ . 
tration 0,261 mg 0,653 mg tration 0,261 mg 0,653 mg 


0/5 (82,0 °/, Br) (55,0 °/9 Br) 0}, (82,0 °/9 Br) (55,0 9/) Br) 





187,4 10 174,2 168,1 
185,2 169,6 gesattigt 171,3 170,3 


* Die nicht verbrauchte Menge des zugesetzten Broms. 


Es ist also ein groBer NatriumbromidiiberschuB8 notwendig, um die 
Aktivitat des Broms geniigend herabzusetzen. 

Da das als Lésungsmittel angewandte Chloroform bei der Titration 
mit der wasserigen Na,S,O,-Lésung sich abscheidet und die ent- 
stehenden zwei Phasen die Erkennung des Umschlagspunktes etwas 
erschweren, wurde versucht, das Fett in Dioxan zu lésen. Die erhoffte 
Erleichterung wurde durch eine kolloidale, durch die Fette bedingte 
Triibung, die bei der Titration entsteht, vereitelt. Bei einiger Ubung 
ist es jedoch méglich, bei Verwendung von Chloroform als Lésungs- 
mittel den Umschlagspunkt genau zu erfassen. Sowohl mit n/50 wie 
mit n/l00 Bromlésung wurden sehr gute Analysenergebnisse erzielt 
und die anfanglichen Bedenken gegeniiber einer Jodzahlbestimmungs- 
methode mit derart kleinen Fettmengen zerstreut. 

Zur Priifung der Mikromethode wurden Lésungen von Olsaure, 
Elaidinsdure, Triolein, Linolsiure, Linolsiuremethylester, Linolen- 
siure und Serumextrakte verwandt. Das Lésungsmittel wurde im 
heizbaren Vakuumexsikkator bei 30 bis 40° abgedampft und der Riick- 
stand mit 1 ccm Chloroform gelést. Auch hierbei wurde wie bei den 
Analysen mit der Originalmethode das Augenmerk besonders auf die 
teaktionszeit und den BromiiberschuB gerichtet. 

Wie aus Tabelle I] und III] hervorgeht, gibt Cholesterin sowohl 
mit n/50 wie mit n/100 Bromlésung bei 1 bis 3 Stunden Reaktionszeit 


Tabelle Il. Etwa n/50 Bromlésung. 


Cholesterin. Theoretische Jodzahl: 65,7. 





Reaktions- Einwage und ungefiihrer BromiiberschuB Durchschnittliche 


ius , . Jodzahl und prozentuale 
1,010 mg 2,021 mg 3,031 mg Abweichung von dem 
(89,0 9/9 Br) (78,0 9/5 Br) (66,0 9/5 Br) theoretischen Wert 


zeit 


62,76 63,35 63,1 (— 4 °/5) 

65,10 64,75 64,9 (— 1,2 9/5) 
64,45 64,00 64,2 (— 2,3 9/o) 
65,95 66,50 66,2 (+ 0,76 °/,) 
( 


67,40 68,23 67,8 (+ 3,2 9/5) 





W. Trappe: 


Tabelle III. Etwa n/100 Bromlésung. 
Cholesterin. Theoretische Jodzahl: 65,7. 





‘ f Einwage und Bromiiberschu8 
Reaktionszeit — rie ced eae fe SR, SATE Fe eo 
0,505 mg 1,516 mg 
Std. (86,0 9/5 Br) (60,0 9/9 Br) 


67,10 65,60 
68,85 65,88 


68,65 65,85 


gute Werte. Es mu jedoch darauf geachtet werden, daB die Einway: 
nicht zu klein ist. der BromiiberschuB also nicht zu groB wird, da sons 
bei der groBen Neigung des Cholesterins zu Substitutionsreaktionen 
trotz Sattigung des Methylalkohols mit Na Br zu hohe Werte gefunde: 
werden (Tabelle IIT). 

Bei den Versuchen mit Olséure, Elaidinséure und Triolein fand 
von 2 Stunden Reaktionszeit ab kein Bromverbrauch mehr statt. Be: 
Verwendung reiner Priparate sind mit kleinen und kleinsten Substanz- 
mengen die geforderten Jodzahlen sehr genau zu erhalten. Die Wert: 
sind weitgehend unabhangig vom Bromiiberschu8. Es sollen hier nur 
die Analysenwerte fiir Olsiure wiedergegeben werden. 


Tabelle IV. Etwa n/50 Bromlésuneg. 
Olsaure. Theoretische Jodzahl: 89,93. 





zeit my Rae zeit s! * 
0,951 mg 2,853 mg 0,951 mg 2,853 mg 


Std. (86,0 °/9 Br) (58,0 9/9 Br) Std. (86,0 °/ Br) (58,0 9/9 Br 


Reaktions- Einwage und Bromiiberschu8 | peaktions- Einwage und Bromiiberschut 


86,55 88,70 te 89,18 
11/, 89,00 89,10 89,35 89,45 





Fiir Linolsdure sind die Analysenwerte analog dem Verhalten vo. 
Cholesterin bei groBem BromiiberschuB etwas zu hoch. 


Tabelle V. Etwa n/100 Bromlésung. 
Linolséure. Theoretische Jodzahl: 181,2. 





Reaktions- 
zeit 


Einwage und ungefaihrer Bromiiberschu8 
0,140 mg 0,280 mg 0,561 mg 0,841 mg 
Std. (90,0 °/, Br) (80,0 °/5 Br) (61,0 8/5 Br) (42,0 °/, Br) 


182,1 181,4 180,7 
184,0 183,2 182,9 
181,7 185,1 185,0 


Linolensaure (theor. Jodzahl 273.7) verhalt sich wie Linolsaure. 


wurde die Jodzah! 274,0 mit n/100 Bromlésung bestimmt. 
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Auch bei Priifung der Mikromethode an biologischem Material 
wurden gute Ergebnisse erzielt. Es wurde die Jodbindung der Gesamt- 
serumlipoide, die besonders schonend gewonnen worden waren, bestimmt. 


Tabelle VI. Etwa n/100 Bromlésung. 
Serumextrakt. Reaktionszeit: 2 Stunden. 





Extrahierte Serummenge, Jodbindung (meg-" 09) 


BromiiberschuB hell dunkel 


0,025 cem Serum (etwa 93 °/, Br) 712,5 7 710,0 


0,050 cem Serum (etwa 86°) Br) 666.5 666.0 


0,125 cem Serum (etwa 66 °/, Br) 670.5 667.5 667,5 | 667,7 


0,200 cem Serum (etwa 45 °/, Br) 665,5 669,8 


0,300 cem Serum (etwa 20 °/, Br) 648,8 2,8 9/5 654,0 2,4 °/o 


Tabelle VIL. Etwa n/50 Bromloésung. 


Serumextrakt. 





Jodbindung 


Reaktions- 


antl Extrahierte Serummenge und ungefihrer 


BromiiberschuBb 


0,1 cem Serum 0,25 cem Serum 
(87,09) Br) (68,0 9) Br) 


710.0 mg-"/,. 709.0 me-9/, J 
710,0 ‘ 706,0 cS 


710,0 710,0 ,, 


Wird die Extraktmenge fiir den Ansatz so gewahlt, daB der Brom- 
iiberschuB nicht kleiner als etwa 40°, und nicht gréBer als etwa 90°, 
ist, so werden ausgezeichnet iibereinstimmende Werte gefunden. Dieser 
Spielraum ist fiir die praktische Anwendung vollstandig ausreichend. 
Die Einwirkung des Tageslichtes spielt keine Rolle. Zwischen 2 und 
8 Stunden Reaktionszeit war der Bromverbrauch konstant. Bei einiger 
(bung in der Methode und exaktem Arbeiten ist die Streuung der Werte 
sehr gering. Die Bestimmungen mit Extraktmengen aus 0.05 bis 0,2 cem 
Serum wichen im Maximum um 0,38 9, vom Mittelwert ab (Tabelle VI). 
Besonders bemerkenswert ist die Einfachheit der Ausfiihrung. Da mit 
keiner der gebrauchlichen Mikromethoden zur Jodzahlbestimmung es 
iiblich ist, die Analyse mit derart kleinen Fettmengen durchzufiihren, 
diirfte sie eine willkommene Erginzung der heute schon mit sehr kleinen 
Mengen Ausgangsmaterial méglichen Analyse (3) einzelner Lipoid- 
fraktionen des Blutes und Serums darstellen. Seit ihrer Ausarbeitung 
sind im hiesigen Institut mehrere tausend Analysen mit gutem Erfolg 
gemacht worden. 





W. ‘Trappe: 


Methode. 
Reagenzien. 


1. Methylalkohol (reine Markenware). 5. 2%ige KJ-Lésung. 
Natriumbromid (z. Analyse; bei 130° 6. n/200 baw. n/500 Na,S,O, 
getrocknet). Lésung. 

Etwa n/50 bzw. etwa n/100 Brom- . 1%ige Starkelésung. 
losung (Herstellung s. unten). . n/200 K,Cr,O, oder K JO, und 
Chloroform (iiber Ca Cl, redestilliert). etwa 25% ige H,SO, zur Tite 


bestimmung. 


Diejenige Menge eines Lipoidextraktes oder einer Einwage, welche je 
nach der zu erwartenden Jodzahl einem Gehalt von ungefahr 0,2 bis 2,0 my 
Fett entspricht, wird in einem 50 ccm fassenden Erlenmeyer méglichst mit 
Schliff sechonend —- am besten im geheizten Vakuumexsikkator —- von seinen 
Lésungsmittel befreit. Den Riickstand lést man in 1 ecem Chloroform 
Hierzu werden sehr genau 2 cem einer ungefaihr n/100 methylalkoholische: 
mit NaBr gesattigten Bromlésung — wobei etwas NaBr ausfallt — al 
gemessen. Bei der Herstellung des Bromreagenzes verfahrt man zweck 
maBig so, daB man zuerst 1 cem Brom (z. Analyse), aus einer Mikrobiirett: 
abgemessen, in 100 cem mit NaBr gesittigtem Methanol lést. Aus diese: 
Stammlésung, die in dunkler Flasche aufbewahrt gut haltbar ist, erhilt 
man eine etwa n/100 Bromlésung, indem man von ihr 2,5 cem mit Nab: 
gesittigtem Methanol auf 100 cem auffiillt. 2cem der gebrauchsfertige: 
Bromlésung miissen 9 bis 10 cem einer n/500 Na,8,O,-Lésung verbrauchen. 
wovon man sich vor dem Ansatz zweckmaBigerweise iiberzeugt. Bei Verun 
reinigung der Reagenzien kénnen diese schon Brom verbrauchen. Die not 
wendige Reaktionszeit betragt 2 bis 4 Stunden. Die Kélbchen sollen mit 
einem Schliffstopfen gut verschlossen werden. Es ist nicht notwendig, das 
Reaktionsgemisch vor Tageslicht zu schiitzen. Jedoch empfiehlt sich 
gelegentliches sanftes Umschwenken. Das nicht verbrauchte Brom wird 
durch Zugabe von etwa lcem einer 2%igen-KJ-Lésung umgesetzt, das 
frei gewordene Jod nach Zusatz von zwei Tropfen einer | %igen Starkelésung 
mit n/500 NagS,O, aus einer 10 cem-Mikrobiirette zuriicktitriert. Dei 
Umschlagspunkt ist nach einiger Ubung leicht zu erkennen. Man achte 
darauf, daB die KJ-Lésung vollstandig farblos ist. Zur Haltbarmachung 
ist es ratsam, sie in brauner Flasche mit einem Tropfen Hg aufzubewahren 
Stehen gréBere Fettmengen zur Verfiigung, so kann man auch die 2!/, -fachen 
Mengen mit 1 cem Chloroform lésen, dazu 2,5 cem einer etwa n/50 Brom 
lésung geben (5cem Bromstammlésung mit Methanol-Natriumbromid aut 
100 cem auffiillen) und aus einer 10 cem-Mikrobiirette mit n/200 Na,S,O, 
Lésung titrieren. Der Titer der Na,S,O,-Lésung mu zu jedem Ansatz 
mit KJO, oder K,Cr,O0, bestimmt werden. Die Leerwerte werden wie dic 
Proben behandelt. Bei sehr langen Reithen empfiehlt es sich, sie zwischen 
die Proben einzuschieben. ; 


Zur Berechnung der Jodzah! multipliziert man die Differenz zwischen 
Leerwert und Probe in cem Thiosulfat, nach Beriicksichtigung des Titers 
der Na, S,0,-Lésung, mit einem Faktor, der bei Titration mit n/200 Na,5,O 
0,6345, mit n/500 Na,S,O, 0,2538 betragt, wodurch man das von der Fett- 
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nenge der Probe verbrauchte Jod erhalt. Durch Division durch die Ein- 
wage und Multiplikation mit 100 erhalt man die Jodzahl 


Titrationsdifferenz x Titer *« Faktor « 100 


Jodzahl - 
e } es 
Fettmenge der Probe 


Zu beachten ist, daB die Fettmenge so bemessen werden mu, daB der 
Bromverbrauch nicht kleiner als etwa 12% und nicht gréBer als etwa 60% 
der zugegebenen Brommenge ist, da sonst in dem ersteren Falle zu hohe, in 
dem zweiten Falle zu niedere Werte gefunden werden. 


Zusammenfassung. 


Die von H. P. Kaufmann angegebene bromometrische Methode 
zur Jodzahlbestimmung von Fettstoffen wird durch Modifikation fiir 
kleinste Fettmengen anwendbar gemacht und die Brauchbarkeit der 
Mikromethode durch zahlreiche Analysen mit verschiedenen Substraten 
belegt. 

Literatur. 

1) Trappe, diese Zeitschr. 296, 174, 1938. 2) Kaufmann, Studien 
auf dem Fettgebiet, Vig. Chemie, 1935; Kaufmann, Zeitschr. f. Unters. 
d. Lebensm. 51, 3, 1926. -- 3) Katsura, Hatakeyama u. Tayima, diese 
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Uber den Einflub 
der Vitamine auf die Fibrinolyse und Blutgerinnung. VII. 
Von 
Max Rosenmann. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Pearson-Stiftung in Wien IX.) 


(Eingegangen am 2, Februar 1938.) 


Das groBe Interesse, das die Beziehungen der Vitamine zu den 
Fermenten beanspruchen, sowie der von einigen Autoren festgestellte 
EKinfluB bestimmter Vitamine auf die Blutgerinnung, veranlaBten uns, 
eine Reihe der uns zuginglichen Vitaminpraparate in ihrer Wirkung 
auf die Blutgerinnung und Fibrinolyse zu untersuchen. Es wurden die 
Vitamine A (Vogan), B, (Betabion Merck, Betaxin Bayer), B, (Lacto- 
flavin Bayer), C (Cebion Merck, Redoxon Hoffmann la Roche) und D 
(Vigantol) untersucht!. * 


Einflu8 der Vitamine auf die Blutgerinnung. 


+ * ee rs yr. . . . 
Uber die férdernde Wirkung des Vitamin C auf die Blutgerinnung 
liegen eine Reihe von Arbeiten vor, u.a. in letzter Zeit von Hanut, 


L. Cotti und B. Larizza und R. Tislowitz. Hanut stellte fest, daB das 
Vitamin C in kleinen Konzentrationen die Gerinnung férdert, wahrend 
es in gréBeren Konzentrationen dieselbe verzégert bzw. verhindert. 


Um festzustellen, ob und welche Vitamine einen Einflu8 auf die 
Blutgerinnung haben, wurde zunachst untersucht, inwiefern die auf 
Calciumzusatz auftretende Gerinnung eines Pferdeoxalatplasmas durch 
die Anwesenheit der erwahnten Vitamine in ihrem Ablauf verandert 
wird. Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von Reagensglisern mit je 
3cem frischen, zentrifugierten Oxalatplasmas gefiillt und in je zwei 
GefaBen 0,2 bzw. 0,5 cem vom betreffenden Vitamin zugegeben, worauf 
die vorher ermittelte optimale Calciummenge (2 Tropfen einer 10 %igen 
Calciumchloridlésung) zugefiigt und die Gerinnungszeit  registriert 
wurde (Tabelle I). 

Es zeigte sich, daB das Vitamin B, sowie das Vitamin C und in 
ganz geringem MaBe das Vitamin D, die Gerinnung beschleunigen, 
wobei die gerinnungsférdernde Wirkung des Vitamin B, deutlicher bei 
kleineren Dosen zum Ausdruck kommt. Bei 0,5 B, auf 3 cem Plasma 


1 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung der einzelnen Hormonpraparate 
fiir die Versuche sei auch an dieser Stelle den wissenschaftlichen Vet 
tretungen der Firmen I. G. (Vedepha) und Merck gedankt. 
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Tabelle I'. 3cem frisches Pferdeoxalatplasma + Vitamine 
+ 2 Tropfen Chlorcalciumlésung, 10% ig. 





‘ Menge Gerinnung nach eee Menge Gerinnung nach 
Vitamin | des oe sees Vitamin des penne liad 
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ist keine fordernde Wirkung des Vitamins B, auf die Blutgerinnung zu 
bemerken. 

Noch deutlicher werden die Resultate bei Verwendung eines 
alteren Oxalatplasmas (Tabelle La). Wir ersehen aus diesem Versuch, 
daB das Vitamin B, die Blutgerinnung beschleunigt, noch starker als 
die Vitamine C und D. 


Tabelle la. 3cem 9 Tage altes Pferdeoxalatplasma Vitamine 
2 Tropfen Chlorecalciumlésung, 10%ig. 





i by Menge Gerinnung nach xy Menge Gerinnung nach 
Vitamin des aw Vitamin des 
Vitamins 1h 30’ 1h 47’ 2h Vitamins 1h 30’ 1h 47’ 2h 


- ie ides 0,2 
~- + me ress 0,5 
0,2 . we + eee 0,2 
0,5 -/ 1 , ae 0.4 
0,2 +. soe 0,2 
0,5 <}. a3 eg 0,4 





In der folgenden Versuchsreihe wurde der EinfluB der Vitamine auf 
die Blutgerinnung bei Uberschu8 an Thrombokinase studiert. Zu diesem 
Zwecke wurde ein 9 Tage altes Oxalatplasma gewahlt, das bereits wenig 
Thrombokinase enthielt und das auf Calciumzusatz erst nach 1!/, Stun- 
den zu gerinnen begann. Wurde zu diesem Plasma Thrombokinase 
(aufgekochter Strumaextrakt nach Lenggenhager) zugefiigt, so verkiirzte 
sich die Gerinnungszeit auf 35 Minuten. Zu diesem mit Thrombokinase 
versetzten Plasma wurden nun die einzelnen Vitamine zugesetzt und 
hierauf Chlorealcium zugegeben. Die Resultate sind in der Tabelle II 
wiedergegeben. Bei dieser Versuchsanordnung konnte eine gerinnungs- 
fordernde Wirkung beim Vitamin C und in geringem Grade beim 
Vitamin B, festgestellt werden, wahrend B, keine ausgesprochen 


1 Das Praiparat B, enthalt 500 intern. Einh., C 1000 intern. Einh., 
A 120000 intern. Einh., D 15000 intern. Einh. pro cem, nur in Tabelle IT 
wurde Betaxin mit 800 intern. Einh. pro ccm verwandt. 
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Tabelle IT. 3cecm 9 Tage altes Pferdeoxalatplasma -- Thromb 
kinase + Vitamine + 2 Tropfen Chlorcalciumlésung, 10%is 





Menge 


Gerinnung nach 
des Vitamins — tome ‘ap . 
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Vitamin 
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+ + 
férdernde Wirkung zeigte. Aus diesem Versuch wiirde sich ergeben 
daB die gerinnungsférdernde Wirkung von Vitamin B, nur bei Thrombo 
kinasemangel zum Vorschein kommt. 

Um nun einen genauen Einblick in die Wirkung der Vitamine auf 
die Blutgerinnung zu gewinnen, wahlten wir als Gerinnungsobjekt 
eine nach der Methode von Hammarsten dargestellte Fibrinogenlésung, 
aus der durch Adsorption mit Tricalciumphosphat das Thrombogen 
vorher entfernt wurde. Zu dieser Fibrinogenlésung fiigten wir nun 
die einzelnen Vitamine hinzu und untersuchten deren EinfluB 


1. auf Fibrinogen + Thrombogen + Thrombokinase, 
2. auf Fibrinogen + Thrombogen, 

3. auf Fibrinogen + Thrombokinase. 

4. auf Fibrinogen allein. 


Bei dieser Versuchsanordnung konnte’kein sicherer EinfluB® der 
Vitamine festgestellt werden, ja es hatte sogar den Anschein, als ob 
das Vitamin B, die Gerinnung hemmen wiirde. Nur in dem GefaB, wo 
Fibrinogen + Thrombogen enthalten war, trat eine minimale Férderung 
der Gerinnung ein. Das Vitamin C bewirkte in diesem Versuch eine 
minimale Beschleunigung der Gerinnung bei Anwesenheit aller Ge- 
rinnungsfaktoren. Bei derselben Versuchsanordnung und etwas labilerem 
Fibrinogen bewirkte das Vitamin B, im Gegensatz zu allen anderen 
Vitaminen schon bei Zusatz zu Fibrinogen allein, also bei Abwesenheit der 
Gerinnungsfaktoren, eine kleine Gerinselbildung, vollstandige Gerinnung 
trat jedoch auch nach langerer Zeit nur in jenen GefaiBen ein, wo neben 
Fibrinogen auch Thrombokinase und Thrombogen enthalten waren. Dieser 
letztere Versuch zeigte jedenfalls, da die Vitamine keine Gerinnungs- 
faktoren ersetzen kénnen. Als Beweis gegen den Einflu8 der Vitamine 
auf die Blutgerinnung kann jedoch das Resultat dieses Versuchs nicht 
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Tabelle III. 4ccm Fibrinogen und Vitamine. 





Gerinnung nach 


Vitamin Gerinnungsfaktoren 5h 10h 12h 26h 


nach 19h Zugabe von Throm- 
bogen zu 3. 
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herangezogen werden, da die in den obenerwahnten, am Oxalatplasma 
angestellten Versuchen beobachtete gerinnungsférdernde Wirkung ge- 
wisser Vitamine eher den natiirlichen Verhaltnissen entsprechen diirfte. 
Die negativen Ergebnisse, die in den Versuchen mit der Fibrinogen- 
lésung beobachtet wurden, kénnten eher als durch kiinstliche Einfliisse 
bewirkt gewertet werden. 

Die Versuche ergaben demnach, da am Oxalatplasma die 
Vitamine B, und C und in geringem Grade D eine gerinnungsférdernde 
Wirkung haben. Das Vitamin B, scheint bei Thrombokinasemangel 
deutlicher férdernd zu wirken als bei ThrombokinaseiiberschuB. Es 
muB jedoch hervorgehoben werden, da die férdernde Wirkung der 
Vitamine B,, C und D bei Versuchen mit einer gereinigten Fibrinogen- 
lésung nicht zu beobachten ist und daB auch die am Oxalatplasma 
beobachtete fordernde Wirkung sich in ziemlich maBigen Grenzen halt, 
so daB deren Bedeutung fiir die Behandlung der hamorrhagischen 
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Diathesen nicht sehr groB sein diirfte. Es sei in diesem Zusammenhans 
an die Arbeiten von D. 1]. Stephens und Estelle E. Hawley, sowie G. 0 
Harnap erinnert, die weder bei Hamophilie noch bei Purpura einen 
EKinfluB auf die Gerinnung und Blutungszeit beobachtet haben. Aller. 
dings sind unsere Resultate bei Versuchen in vitro und nicht in vivo 
gewonnen und es ware sehr leicht méglich, daB bei Injektion der Vitamine 
in die Blutbahn durch Hinzutreten noch anderer Faktoren ganz andere 
Ergebnisse erzielt werden kénnten (L. Cotti und B. Larizza). 


EinfluB der Vitamine auf die Fibrinolyse. 


Von noch gréBerem Interesse als der Einflu8 der Vitamine auf die 
Blutgerinnung schien uns das Studium des Einflusses der Vitamine auf 
die Fibrinolyse zu sein. In folgenden Versuchsreihen wurde dahe1 
geprift, in welchem Sinne die Vitamine auf die Fibrinolyse wirken 
Diese Untersuchungen schienen um so eher angebracht, als friihere 
Versuche ergaben, daB gewisse Hormone die Fibrinolyse beeinflussen. 

Es wurden eine Reihe von Reagensglasern mit 1 %igem Fluor- 
natrium + Plasmafibrin und*eine zweite Reihe mit Fluornatrium 
+ Plasmafibrin +- Thrombolysin versetzt, die einzelnen Vitamine 
zugefiigt und die Zeit bis zum Eintritt der Fibrinolyse beobachtet 
(Tabelle IV). Es zeigte sich, daB keines der untersuchten Vitamine die 
Fibrinolyse férdert. Ein EinfluB auf die Fibrinolyse im Sinne einer 
Verlangsamung, also Hemmung ‘derselben, konnte ganz deutlich bei 
Vitamin B, beobachtet werden. Dieses Vitamin hemmte die Fibrinolyse 
bei Anwesenheit von Thrombolysin ebenso wie die Autolyse des Fibrins 
in 1%igem Fluornatrium ohne Thrombolysin. 

In einem weiteren Versuch wurde gepriift, ob das Vitamin B, bei 
verschiedener Dosierung verschieden stark wirkt. Es zeigte sich, dali 
Tabelle IV. Fibrinolytisches System + Vitamine mit und ohne 

Thrombolysin. 
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die Hemmung der Fibrinolyse mit der Menge des Vitamins zunimmt 


(Tabelle V). 


Tabelle V. Versuch mit Lactoflavin allein. 





Menge des Fibrinolyse nach 


Vitamins " : earn 


Vitamin ss a : 
12h 18h 36h 


= 


Natriumfluorid, Kontrolle 
Thrombolysin, a ak 


Um einen etwaigen EinfluB des Fluornatriums bei der Wirkung des 
Vitamins auf die Fibrinolyse auszuschalten und um den EinfluB des py 
des Milieus auf die Vitaminwirkung zu studieren, wurde die fibrinolyse- 
hemmende Wirkung des B, bei verschiedenem py untersucht. Es 
wurden durch verschiedene Kombination von primarem und sekundarem 
Phosphat Pufferlésungen mit verschiedenem py hergestellt und 1. nur 
mit Fibrin, 2. mit Fibrin 4+- Thrombolysin und 3. mit Fibrin +- Thrombo- 
lysin -+- Vitamin B, versetzt und die Zeit bis zur vollstandigen Fibrino- 
lvse beobachtet (Tabelle VI). 


Tabelle VI. EinfluB des Lactoflavins bei verschiedenem py. 





Eintritt der 
Fibrinolyse 
nach 


. B, + Thrombo- | Thrombo- Puffer- 
PH lysin lysin lésung 





* Gequollen. 


Es zeigte sich, daB die Fibrinolyse durch das Vitamin B, bei jedem 
pu der gewahlten Pufferlésung gehemmt wird, also sowohl im alkali- 
schen als auch schwach sauren Gebiet. 

Diese Versuche ergaben demnach, daB das Vitamin B, eine aus- 
gesprochen hemmende Wirkung auf die Fibrinolyse hat, daB diese 
Wirkung mit der Menge des Vitamins zunimmt und da der EinfluB 
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des Vitamins B, bei jedem py, das noch in der Wirkungsbreite des 
Thrombolysins liegt, gleichbleibt. Bei der groBen Bedeutung, die die 
Fibrinolyse fiir das physiologische und pathologische Geschehen im 
Organismus hat, kann die gefundene Hemmung derselben durch das 
Vitamin B, zu wichtigen Ergebnissen fiihren. In diesem Zusammenhang 
sei unter anderem an die gefundene Vermehrung des Thrombolysins im 
Serum von Patienten mit Tuberculosis fibrocaseosa erinnert (Rosen. 
mann). Aber auch bei anderen pathologischen Prozessen, wo ein rascher 
Zerfall des Entziindungsherdes durch Fibrinolyse nicht erwiinscht ist 
kénnte die Verwendung des Vitamins B, in Betracht kommen. 


Zusammenfassung. 


1. Das Vitamin B, hemmt die Fibrinolyse; diese Hemmung ist 
proportional der Menge des verwendeten Vitamins. Das Vitamin B, 
hemmt die Fibrinolyse bei jedem py, das in der Wirkungsbreite des 
Thrombolysins liegt. 

2. Bei Versuchen an Pferdeoxalatplasma zeigten die Vitamine B,, 
C und in geringem MaBe D eine maBige gerinnungsférdernde Wirkung. 
Keines der Vitamine ist imstande, einen der Gerinnungsfaktoren zu 
ersetzen. 
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Beitrag zur quantitativen Vitamin A-Bestimmung. 
Von 
Karl-Heinz Wagner. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 10, Januar 1938.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der kurative Wachstumstest fiir Vitamin A baut sich auf den 
Arbeiten von Me Collum und seinen Mitarbeitern und Osborne und 
Mendel aut. Wichtige Erginzungen haben dazu Drummond und Co- 
ward), Steenbock und Coward? und Sherman und Smith® vegeben. 

Das Vorgehen beruht darauf, da} junge wachsende Ratten, die 
vitamin-A-frei ernahrt werden, das Wachstum einstellen und bestimmte 


Krankheitserscheinungen zeigen. Der Test zerfallt also in eine Vor- 
periode, in der die Ratten lediglich eine vitamin A-freie Kost ad libitum 


erhalten und eine Versuchsperiode, in der die Zufiitterung der zu priifenden 
Substanz erfolgt. 


Die Ratten werden mit einem Gewicht von 40 bis 50g in den Versuch 
yenommen und in einer Zeit von 3 bis 5 Wochen treten Wachstumsstill- 
stand und Xerophthalmie auf. Wenn nach einer weit verbreiteten Vorschrift 
die Tiere 7 Tage lang nicht mehr zugenommen haben oder schon abnehmen, 
wird die Vorperiode als beendet angesehen, und es kann nunmehr mit dem 
eigentlichen Versuch unter Zufiitterung der zu priifenden Substanz be- 
gonnen werden. Die Tiere, die am Anfang 40 bis 50g gewogen haben, 
wiegen am Ende der Versuchsperiode ungefihr 70 bis 130 g. Im allgemeinen 
wird das Gewicht der weiblichen Tiere zu Beginn der Versuchsperiode mit 
75 bis 95g und das der mannlichen Tiere mit 75 bis 100g begrenzt. Die 
meisten Forscher nehmen die Tiere im Gewicht von 70 bis 100g in den 
Versuch. 

Steenbock und Mitarbeiter begrenzen das Gewicht der Testtiere auf 
70 bis 120 g, Coward’ legt fiir das Durchschnittsgewicht weiblicher Tiere 
84 und miannlicher 87g fest. Alle genannten Autoren beginnen mit der 
Versuchsperiode am 7. Tage nach dem Gewichtsstillstand. Doch sind bei 
starkem Gewichtsabfall und sehr schwerer Xerophthalmie Abweichungen 
zulassig. Im iibrigen werden aber die Augenerscheinungen nicht als be- 
sonders wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Versuchsbereitschaft 
der Ratten angesehen. Sehr verschieden sind die Vorschriften iiber die 
Dauer der Versuchsperiode und die Auswertung der Ergebnisse. Die Defi- 
nition der biologischen Einheit griindet sich auf eine Durchschnittsgewichts- 
minahme, die von einer Ratte je Woche in der Versuchsperiode erzielt 
wird. Hierbei ergeben sich bei verschieden langer Dauer der Versuchs- 


1 Drummond u. Coward, Biochem. J. 14, 661, 1920. 2 Steenbock u. 
Coward, J. of Biological Chem. 72, 765, 1927. 3 Sherman u. Smith, The 
Vitamins, New York, 1931, 8. 256. 4 Coward, Biochem. J. 26, 691, 1932. 


13* 
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periode, fiir die meist 5 bis 8 Wochen verlangt werden, erhebliche Schw 
kungen, und die Meinungen iiber die zweckmiaBigste Dauer gehen a 
einander (Coward und Key!, Sherman?, Schmidt-Nielsen*®), Individualitit, 
Reste an Vitamin-A-Reserven, Schwere der bei der Vitamin-A-Verarmung 
erzielten Schadigung, Temperatur der Versuchsriiume, Kiifige u. a. in, 
sprechen bei der Gewichtszunahme mit und fiihren zu erheblichen Fehler- 
moéglichkeiten. Laqueur und Mitarbeiter’ geben als Einheit diejenige 
Menge an, die taglich verabreicht nach 35 Tagen einen Gewichtsanstieg im 
Durehsehnitt von 15g erzielt und bei 60°, der Tiere die Augenersche) 
nungen zum Abheilen bringt. 

Scheunert und Schieblich® verlangen, daB die Methode einen sichere: 
Grenzwert der gerade noch wirksamen Vitaminmenge ermittelt. Si: 
definieren die Grenzdosis als diejenige, die gerade geniigt, mindestens 
8 von 10 Ratten einer Versuchsgruppe tiber 35 Tage lang am Leben 2 
erhalten und von der zu Beginn der Versuchsperiode bestehenden Xero 
phthalmie zu heilen. Die Gewichtszunahme wird, wie sie ausdriicklich 
betonen, unberticksichtigt gelassen, da sich dadurch die Methode 
kompliziere. 

Vorperiode: Die sichtbaren Erscheinungen des Vitamin A-Mangels 
an den Ratten spielen sich am Auge ab. Sie sind von einem Gewichts 
stillstand oder sogar von einem Gewichtsabfall begleitet. Der Gewichts 
abfall oder -stillstand kann nach den verschiedensten Zeit punkten 
eintreten. Die Ursachen dafiir sind mannigfaltiger Art: sie werden 
begriindet durch geringe Schwankungen der Temperatur, Witterungs. 
einfliisse, durch bereits vorhandenen Vorrat an Vitamin A, durch 
Ernahrung der Muttertiere und durch die Jahreszeit, in der die Ratten 
geboren worden sind. Setzt man die Tiere sofort, nachdem sie von dem 
Muttertiere weggenommen worden sind, auf eine vitamin A-arme oder 
eine vitamin A-freie Kost, so wird die Vorversuchsperiode um Wochen 
abgekiirzt: die Tiere waren z. B. in einem Falle schon nach 30 Tagen 
versuchsbereit. Dagegen wurden Tiere, welche, ehe sie 40 g an Gewicht 
erreicht hatten, in ihrer Kost starke Vitamin A-Trager erhielten (Méhren, 
Frischgemiise) erst nach 60 bis 80 Tagen versuchsreif. Das Gewicht 
der Tiere nach 30tagiger Vorversuchsperiode betrug 60 bis 75 g, nach 
60 bis SOtagiger Periode 80 bis 110g. Noch héhere Gewichte wurde 
von uns nie beobachtet. 


Die in der Literatur immer wieder angefiihrte 7 Tage-Gewichts 


stillstandperiode ist nicht als ein gliicklicher Beginn der Versuchsperiode 


anzusehen (Abb. 1). Es laBt sich an unserem Tiermaterial nachweisen, 
da® Tiere oft einen Gewichtsstillstand, der sich iiber eine Zeit von mehr als 


' Coward u. Key, Biochem. J. 22, 1019, 1928. 2 Sherman, ebenda 

29, 504, 1928. 3 Schmidt-Nielsen, ebenda 28, 1153, 1929. —- 4 Laqueu 
u. Mitarbeiter, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 170, Heft 2/3, 5. 176 
207. 5 Scheunert u. Schieblich, diese Zeitschr. 268, 444-453, 1933. 
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ji Tagen hinausziehen kann, aufweisen 


(Abb. 1, 


Nr. 21393, 21287, 


2}280). Nach diesem langen Gewichtsstillstand kann eine erneute 


CGewichtszunahme eintreten, die sich wieder tiher mehrere Tage, bzw. 


Wochen verfolgen laBt (Nr. 20593, 21491, 
21293, 21612). Ein’ solcher Gewichts- 
stillstand hangt wohl nicht mit einem 
Vitamin A-Mangel zusammen, sondern ist 
auf andere physiologische Ursachen zu- 
rickzufiihren. In erster Linie ist dabei 
an die FreBunlust der Tiere zu denken. 
Cewichtsabfalle setzen haufig ein, wenn 
die Kafige gewechselt und frische Sage- 
spine, frisches Wasser und frisches Futter 
Unter 
diesen Umstanden nehmen die Tiere gar 


den Tieren verabreicht werden. 


keine oder zu wenig Nahrung auf. Erst 
nach 2 bis 3 Tagen sind diese Tiere zu 
einer voliwertigen Nahrungsaufnahme ge- 
neigt. Es ist selbstverstandlich, daB in 
dieser Zwischenzeit ein Gewichtsabfall 
eintritt. Nach einer gewissen Zeit haben 
die Ratten diesen Gewichtsabfall wieder 
eingeholt und nehmen weiter zu. Die 
fatten waren also zur Zeit des Gewichts- 
abfalls noch keineswegs vitamin A-frei 
gemacht und somit noch nicht versuchs- 
Hieraus geht hervor, dap keines- 
beliebige Gewichtsabfall, der 
nach lingerer Dauer der Vorperiode eintritt, 


bereit. 
Wegs jede r 
als Beginn der Versuchsperiode gewahlt 
werden dart. 

Es muB also noch ein weiteres Merk- 
mal herangezogen werden, welches im 
Zusammenhang mit einem Gewichtsabfall 
steht und das Bestehen einer ausreichenden 
Vitamin A-Verarmung beweist. Dieses ist 
die Nerophthalmie, deren Bestehen aus 
diesem Grunde eine methodisch auber- 
ordentlich wichtige Bedeutung zukommt. 
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Abb. 1. 


Die Folgen, die die falsche Wahl des Versuchsbeginns nach sich 


ziehen, sind sehr weittragend. Tiere mit Gewichtsabfall und einwandfrei 
hestehender Xerophthalmie zeigen nach der ersten Vitamin A-Zulage 
keineswegs sofortigen Gewichtsanstieg (Abb. 1), sondern nehmen viel- 
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mehr am 1. bis 4. Tage des Versuchs noch weiter oft 5 bis 10 g ab. Tiere 
aber, die jenen falschen, nicht auf bereits ausgeprigtem Vitamin A. 
Mangel beruhenden Gewichtsabfall zeigen, kénnen schon mit. sehr 
geringen Vitamin A-Zulagen zum Wachstum gebracht werden. Dadurch 
wird der kurative Test gewissermaBen in einen prophylaktischen Ver. 
such verwandelt. Man wird dann mit einer viel geringeren Menge irgend. 
welcher Vitamin A-Kinheiten die von der Methode geforderten Gewichts. 
zunahmen erreichen als im ersten Falle, in dem ordnungsgemaB tat 
sichlich vitamin A-verarmte Tiere herangezogen werden. Bei  Er- 
mittlung biologischer Einheiten wird man also im Falle des unrichtigen 
Vorgehens in demselben Material weniger ,,Kinheiten’ finden als 
im anderen Falle. 

Die Tiere diirfen somit erst dann in den Versuch genommen werden, 
wenn ihr Gewichtsabfall oder -stillstand von sichtbaren Augen- 
erscheinungen  begleitet ist. Die sichtbaren Augenerscheinungen 
treten bei der Xerophthalmie meist auf dem éuBeren und dem nasalen 
Teil der Conjunctiva bulbi in Form kleiner weiBlicher Flecken ( Bitétsche 
Flecken) auf. Lichtscheuheit und Lidkrampf sind ebenfalls vorhanden. 
Anatomisch-histologisch handelt es sich dabei um verhornte epitheliale 
Bezirke in der Conjunctiva bulbi (Xerosis conjunctivae). Bei weiterem 
fortschreitenden ProzeB wird dann auch die Hornhaut in die Xerosis 
einbezogen. In anderen Fallen beginnt die Krankheit mit den spezifi- 
schen Hornhautveranderungen in Form einer leichten, meist zentralen, 
oberflachlichen, d. h. epithelialen Triibung, es bleiben also die konjunk- 
tivalen Svmptome vollig aus. Die Cornea verliert ihren spiegelnden 
Glanz und ihre Benetzbarkeit mit Tranenfliissigkeit. Dies wird dadurch 
bewirkt, daB die xerotischen Bezirke mit einem von den Metbomschen 
Driisen gelieferten talgartigen Sekret iiberzogen werden. Das Auge 
ist zundchst noch blab, erst spater stellt sich eine starke Hyperamie 
rmgs um die Hornhaut ein. Lichtscheuheit und Lidkrampf treten nun 
haufiger in Erscheinung. Sie erreichen jedoch nicht immer starke Grade. 
Die Tranensekretion bleibt eher vermindert, dafiir besteht eine starke 
eitrige Sekretion. In diesem Stadium sind nicht nur die oberflachlichen 
epithelialen, sondern auch die tieferen Hornhautschichten befallen. 
In der Mitte der Hornhaut bildet sich ein graues Infiltrat, das allmahlich 
in eitergelbe Farbe iibergeht und zum Zerfall der Hornhaut fiihrt. 
Hiermit wird die nichste und wohl die letzte Stufe der lokalen Augen- 
erkrankungen, die Keratomalacie, erreicht. Parallel zu eitrigen In- 
filtrationen der Hornhaut kommt es gelegentlich zu Hypopyon und auch 


zu Hornhautgeschwiiren und spater bei der Perforation zu den iiblichen 
Folgen, meist Panophthalmie mit vélliger Zerst6rung des Augapfels. 
Die Veranderungen treten in kurzer Zeit auf, meist doppelseitig. Lhre 
Ausheilung erfolgt in verschiedenen Zeitabschnitten. Fiir die methodi 


sche Anordnung des Versuchs ergibt sich aus diesen pathologischen 
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eranderungen, daB man die folgenden Abstufungen der Veranderungen 
m Auge der Ratte beriicksichtigen muB: 
1. Absonderung eines blutig-ser6sen Sekretes, 
2. Hornhauttriibung mit Absonderung eines blutigserGésen Sekretes 
auf einem Auge, 
3. Hornhauttriibung mit Absonderung eines blutigserésen Sekretes 


auf beiden Augen, 
. Auftreten der typischen Keratomalacie auf einem Auge, 
5. Auftreten der tvpischen Keratomalacie auf beiden Augen. 


Abb. 2. Normales Rattenauge. Abb. 3. Absonderung eines  blutig-serdsen 
Sekretes. 


Abb. 4. Absonderung eines blutigen Sekretes Abb. 5. Hornhauttriibung. 
und Hornhauttriibung. 


Abb. 6. Typische Keratomalacie. Abb. 7. Heilungsstadium. Auge von Sekret 
frei, stecknadelkopfgroBe Hornhauttriibung 
(oberhalb des Lichtreflexes). 
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Ich gebe diese Einteilung deshalb, weil es unméglich ist. bei eine) 
vroben Rattenmaterial die Tiere unter gieichen Bedingungen in dé 
Versuch zu nehmen. Es kommt immer wieder vor, daB Tiere heute 
hetrachtet eine geringe Gewichtsabnahme (von 5g) und eine leichte 
Conjunctivitis haben und morgen schon auBer einer Gewichtsabnahme 
eine schwere Xerophthalmie aufweisen. Stdrke der Augenerscheinung: i 
und Gewichtsabfall sollen qemeinsam zur Entscheidung, ob eine Ratt: 
versuchsreif ist oder nicht, herangezogen werden, Je geringer der Gewichts 
abfall ist, desto schwerer muB die Augenerscheinung sein. Ist umgekehrt 
ein plotzlicher starker Gewichtsabfall (z. B. 10g) eingetreten, so_ ist 
die Ratte trotz gleichzeitiger geringer Augenerscheinungen ebenfalls 
versuchsbereit . 

Die weitere praktische Handhabung ist folgende: Alle Tiere werden 
venanestens auf ihre Augenerscheinungen hin gepriift und am Beginn 
der Versuchsperiode wird der Augenbefund vom linken und rechten Auge 
getrennt aufgeschrieben. Am Ende der Versuchsperiode, d.h. nach 
35 Tagen, wird der Augenbefund wiederum genau aufgeschrieben. Bei 
allen Tieren tritt meistens eine Heilung der erkrankten Augen und eit: 
entsprechende Gewichtszunahme ein. Wir verlangen, dab von den 
zehn Tieren einer Gruppe mindestens acht Tiere am Leben bleiben und 
bei ihnen die Keratomalacie gebessert oder geheilt sein mub. Die Aus 
wertung der Augen am Versuchsende richtet sich immer nach den am 
Anfang des Versuchs bestehenden Augenbefunden. Die Versuchsdaue: 
von 35 Tagen ist fiir die Abheilung einer schweren Keratomalacie zu 
kurz; so ist es erklarlich, daB eine Dosis, die gerade eine Hornhaut- 
tribung zum Heilen bringt, bei einer schweren Keratomalacie keine 
vollstandige Heilung erzielt. Eine solche noch nicht abgeheilte Hornhaut 
tribung kann fiir die Beurteilung der Dosis von ausschlaggebender 


Bedeutung sein. Dies sei durch ein Beispiél erlautert : 
Abb. 8 enthalt die Kurven einer Priifung eines Gemiises au! 
Vitamin A. Die erste Gruppe von 20 mg ist ungentigend, da nur sieben 


Tiere die Versuchsbedingungen erfiillen, wahrend drei Versuchstiere 
sterben. Die zweite Gruppe von 30 mg erfiillte mit acht Tieren die 
Bedingungen. Durch Zufall kamen auf die Gruppe von 50 mg fiinf Tiere 
lie beiderseitig eine schwere Xerophthalmie beim Versuchsbeginn auf 
wiesen; alle fiinf Tiere hatten am Ende des Versuchs stecknadelkop! 
grobe Hornhauttriibungen. Bei strenger Beurteilung ware diese Grupp: 
demnach ungeniigend gewesen, sieht man sich aber die Gewichts 
zunahmen an, so sind diese so erheblich, daB auf eine sehr reichliche 
Gabe von Vitamin A geschlossen werden muh, die weit iiber dem Wert 
der gesuchten Grenzdosis liegt. 

Die Resterscheinungen der Xerophthalmie am Ende des Versuclis 
sind von der Schwere am Beginn des Versuchs abhangig. Wenn man 
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lso zu ganz gleichmaBigen Ergebnissen kommen will, diirften nur solche 
iere in den Versuch genommen werden, welche gleich schwer an Xero- 
hhthalmie erkrankt waren, damit sie am Ende des Versuchs entwedetr 


eheilt oder die gleichen, gebesserten Krankheitsbilder erkennen lieBen. 
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Abb. 8. 











Diese Bedingungen zu erfiillen, ist aus technischen Griinden unméglich, 
Es wiirden dann héchstens 20°, der gleichzeitig fiir den Versuch vor- 


nels bereiteten Ratten verwendet werden kénnen. Wir werden also in jeder 
mati Versuchsgruppe von zehn Tieren verschiedene Erscheinungsbilder der 
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Xerophthalmie antreffen. Um eine gleichmaBige Auswertung zu e: 
zielen, miissen am Ende des Versuchs die bestehenden Augenerscheinung: 
mit beriicksichtigt werden. Scheunert und Schieblich verlangen eine 
vollstindig abgeheilte Keratomalacie, aber die Gewichtskurve bleibt 
unberiicksichtigt. 

Aus dem beigefiigten Kurvenmaterial laBt sich erkennen, daB hohe 
Gaben des Vitamins A einen groBen Gewichtsanstieg bewirken, aber 
ein Abheilen der Keratomalacie in 35 Tagen nicht unbedingt sichern 
Dazu wiirde eine langere Zeit nétig sein, die wiederum eine grobe Er- 
schwernis der Methode bedeuten wiirde, deshalb muB die 35 Tage 
Periode beibehalten werden. Will man aber dann zu gleichmaBigen 
Ergebnissen kommen, so muB man sich entschlieBen, einen bestimmten 
Abheilungsgrad der Keratomalacie festzusetzen. Voraussetzung dabei 
ist, daB samtliche mit der Conjunctivitis zusammenhangende Er 
scheinungen (Absonderung, Verklebungen) vollstandig abgeheilt sind. 
Die Diagnose: ,,Keratomalacie geheilt** darf dann gestellt werden, 
wenn die Erscheinungen am Bulbus bzw. der Hornhaut um drei, 
mindestens zwei Punkte nach dem Schema zuriickgegangen sind 
Somit folgt: 


1. Eine Ratte, die zu Beginn des Versuchs Absonderung eines blutig- 
serésen Sekretes aufweist, muB am SchluB des Versuchs nor 
malen Augenbefund haben.’ 

Die Ratte mit Hornhauttriibung und Absonderung = eines 
blutig serésen Sekretes auf einem Auge mu ebenfalls ge- 
heilt sein. 

Ratten dagegen mit Hornhauttriibung und Absonderung eines 
blutigserésen Sekretes auf beiden Augen kénnen am Ende des 
Versuchs ganz geringe, stecknadelkopfgroBe Hornhauttriibungen 
aufweisen. 

Bei Auftreten der typischen Keratomalacie auf einem Auge 
beobachten wir am Ende des Versuchs zirkumskripte Hornhaut- 
triibungen. 

Bei typischer Keratomalacie auf beiden Augen sind ebenfalls 
am Ende des Versuchs noch geringe zirkumskripte Hornhaut- 


‘4 


triibungen am Bulbus zulassig. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden einige wichtige Grundlagen der biologischen Methoden 


Bestimmung des Vitamins A angefiihrt. 
2. Hingewiesen wird, daB der Beginn des Versuchs nach sieben- 


tagigem Gewichtsstillstand ein verfriihter ist. 
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3. Die verschiedenen pathologischen Veranderungen am Auge 
werden klinisch ihrer Schwere nach abgestuft und als Gradmesser 
in den Versuch als wesentlicher Faktor einbezogen. 

4. Dazu wird ein Schema iiber die Schwere der Erkrankung auf- 
gestellt. 


5. Bestehen am Ende des Versuchs nach anfanglich schwerer 
Keratomalacie bei sonst vdlliger Abheilung samtlicher Augen- 
erscheinungen noch punktférmige zirkumskripte Hornhauttriibungen 
auf einem oder beiden Augen, so gelten diese Ratten als von Kerato- 


malacie geheilt. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des Reichs- und 
PreuBischen Ministeriums fiir Ernahrung und Landwirtschaft ausgefiihrt. 


Biochemische Zeitschrift Band 296. 





Der Nachweis und die Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren, 
Il. Mitteilung: 
Isobuttersiiure. 
Von 
Ladislav Kline. 
(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat Ljubljana.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1938.) 


Der qualitative Isobuttersiurenachweis. 


Wie die n-Buttersiure, wird die Isobuttersiure dadurch nach- 
gewiesen, dafi sie durch Oxydation in Aceton iibergefiihrt wird, das 
dann mit dem Scott-Wilsonschen Reagens einer alkalischen Queck 
silbercyanid- und Silbernitratlésung — eine unlésliche Verbindung gibt. 


Die Oxydation erfolgt entweder mit Wasserstoffsuperoxyd, oder besser 
mit Kaliumpermanganat. “ 


Ausfiihrung. 

1. Mit Wasserstoffsuperoxyd. Man bringt | bis 5 cem der auf Isobutter 
saure zu untersuchenden Lésung in einen mit Schliff versehenen Kolben! 
und setzt 3ccem .,Hisenschwefelsdure* [1,5 g Fe(NH,) (SO,4). + 12 H,O in 
| Liter 2n H,SO, gelést], 5cem Wasserstoffsuperoxyd? und zwei Siede 
kiigelechen zu. Hierauf verbindet man mit dem Kiihler und destilliert mit 
halb offenem Brenner bis auf etwa 1 cem Riickstand ab. Die Flamme soll 
nicht zu stark sein, da es sonst zu einem Uberdestillieren oder Uberspritzen 
der Lésung kommen kann, wodurch das als Vorlage in einem gewoéhnlichen 
Reagensglas sich befindende Scott-Wilsonsche Reagens (SWR.) 5 eem 
grau getriibt werden wiirde. Je nach der vorhandenen Menge der Isobutte1 
siure bildet sich eine blaue Opaleszenz (0,01 bis 0,05 mg), weiBblaue bis 
blauweiBe Triibung (0,06 bis 0,2 mg), weiBe Triibung (0,3 bis 1 mg) ode: 
weiBe Fallung (iiber 1 mg). Die kleinste nachweisbare Isobutterséuremenge 
ist 0,01 mg. Am besten beobachtet man geringe Opaleszenzen gegen einen 
glinzenden, schwarzen Hintergrund (Papier). 

2. Mit Kaliumpermanganat. Man bringt 1 bis 3 cem der auf Isobutte1 
séure zu untersuchenden Lésung in den oben beschriebenen Kolben, setzt 
7cem 50 Vol.-%ige Schwefelsiure und 5cem gesittigte (5 %ige) Kalium- 


! Lange 160mm, Breite 24mm, Volumen der unteren kolbigen E1 
weiterung 50cem. Die ganze Apparatur entspricht der in unserer I. Mit 
teilung, diese Zeitschr. 273, 11, 1934, abgebildeten ohne Kolben B. Kolben 4 
und Kiihler C sind durch Schliff direkt verbunden. Keine Gummistopfen! 

2 7g Na,O, p. anal. werden in einem Kolben eingewogen und unte: 
heftigem Schiitteln sowie gleichzeitigem Kiihlen mit 100cem 2n H,SO, 
versetzt. Man bestimmt die Superoxydkonzentration jodometrisch (2.5 
bis 3%ige Lésung) und die Aziditaét (mit Phenolphthalein; etwa 0,2 
Lésung). 
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permanganatlésung zu. Als Vorlage dient ein 25 cem fassender MeBzylinder, 
der 5cem SWR. enthalt. Man destilliert 7 cem ab, d. i. bis bei eingetauch- 
tem Kihlrohr das Destillat die Marke von 15 ecem erreicht. Die erhaltene 
Reaktion ist etwas stirker als bei Verwendung von H,O,. Die Empfindlich- 
keitsgrenze liegt auch hier bei 0,01 mg Isobuttersaéure. 

Die Probe mit Permanganat ist fiir Isobutterséure charakteristisch. 
nu-Butterséure in Mengen unter | mg gibt diese Reaktion nicht. Man kann 
so Isobuttersdure neben n-Butterséure nachweisen. Die Oxydation mittels 
K MnO, ist daher jener mit H,O, beim Nachweis von Isobutterséure vor- 
zuziehen. 

Nachweis von Isobuttersdure bei Anwesenheit der fliichtigen 
Fettsduren C, bis C4. 

Fiir den Nachweis sowie die Bestimmung der Isobuttersaiure auf 
Grund der Oxydation mittels H,O, bei Anwesenheit der Saiuren C, bis C, 
(Ameisen-, Essig-, Propion-, Milchséure) gilt das bereits in Mitteilung 1. 
fir die n-Buttersiure Angefiihrte. Bei der Oxydation stéren weder 
Ameisen- noch Essig- noch Milchsiure. Propionsdéure gibt zwar einen 
Niederschlag, doch verschwindet dieser bei der Redestillation. 

Den Nachweis mittels Permanganat stért keine der erwahnten 
Sauren, er ist daher auch hier vorzuziehen. Ist gleichzeitig n-Butter- 
siure anwesend, so sind die Verhaltnisse wie folgt. Wahrend sowohl 


n- als Isobuttersiure mit H,O, reagieren, ist Permanganat gegeniiber 


n-Buttersiure, wenn deren Menge | mg nicht iibersteigt, unwirksam. 
Ist die Menge von n-Butterséure gréBer, so wird auch die Permanganat- 
reaktion schwach positiv, wie folgende Tabelle I zeigt. 


Tabelle I. Permanganatreaktion auf n-Buttersaure. 





n-Buttersiure Reaktion im SWR. int: tins 
unter 1 mg negativ 

1 mg kaum sichtbare, bliuliche Opaleszenz 

2 schwache, blaue Opaleszenz 0,01 

4, blaue Opaleszenz 0,03 

10 blaue Triibung 0,04 

20 0,06 

50 0,08 


Fallen die qualitativen Reaktionen mit H,O, und KMnO, ungefahr 
gleich stark aus, oder ist die Permanganatreaktion starker, so liegt Iso- 
buttersiure vor. Bekommt man mit H,O, einen Niederschlag, mit Per- 
manganat aber nur eine blaue Opaleszenz, so ist dieselbe durch n-Butter- 
siure verursacht. Um auch geringe Mengen von Isobutterséure in An- 
wesenheit der n-Butterséure nachzuweisen, verdiinnt man die zu unter- 
suchende Lésung so weit, bis man mit H,O, nur eine weiBe Triibung —- als 
Zeichen, da®B die vorgelegte Menge unter | mg betragt erhalt. Oxydiert 
man nun mit Permanganat, so zeigt eine negative Reaktion die Abwesenheit, 
eine positive die Anwesenheit von Isobuttersaéure an. 


14* 
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Die quantitative Bestimmung der Isobuttersiure. 


Die quantitative Bestimmung der I[sobutterséiure erfolgt mikro 
jodometrisch im AnschluB an die schon beschriebene Oxydation mit 
Wasserstoffsuperoxyd bzw. Permanganat. Das so gewonnene, den 
Acetonquecksilberniederschlag enthaltende Destillat, wird mit Wasser- 
stoffsuperoxyd redestilliert und das tibergehende Aceton in alkalischer 
Jodlésung aufgefangen. Zur Redestillation dient der bereits bei der 
Oxydation beschriebene, mit dem Kihler durch einen Schliff ver 
bundene Kolben mit den angegebenen Dimensionen. Bei Serien 
analysen verwenden wir drei gleiche Apparate: einen zur Oxydation 
zwei zur Redestillation, da diese etwas mehr Zeit in Anspruch nimmt 
als die Oxydation. Man kann so innerhalb eines Vormittags zwélt 
Bestimmungen ausfiihren. Zur Redestillation wird das gleiche H,O, 
verwendet wie zur Oxydation. 


Die Bestimmung wird folgendermaBen ausgefiihrt: Zunachst priift 
man qualitativ mit KMnO, oder H,O,. Der Inhalt der Vorlage wird dann 
in den Kolben gebracht und die Vorlage mit 5 cem Wasserstoffsuperoxyd 
nachgespilt. Man gibt einige Siedesteinchen zu, verbindet mit dem Kiihler 
und legt ein Reagensglas aus Jenaer Glas vor, das 5 cem 2n NaOH, sowie 
eine geniigende Menge (2, 5, 10 cem) sehr genau abgemessener n/200 JK J 
enthalt. Die Menge der Isobutterséure kann annahernd bereits auf Grund 
der erhaltenen qualitativen Reaktion geschitzt werden. Nun erwarmt man 
mit einer kleinen Mikroflamme so, daB bei aufgesetztem Kolben das Draht- 
netz kaum sichtbare Rotglut zeigt. Bei zu hoher Flamme kann H, 0, iiber- 
destillieren und die Bestimmung unbrauchbar werden. Die Fliissigkeit 
kommt langsam zum Sieden und das gebildete Aceton destilliert iiber. 
Nachdem 2 bis 3 cem iiberdestilliert sind, unterbricht man die Destillation 
und spilt das Kiithlrohr nach. Nach genau einer halben Stunde wird titriert. 
Man spiilt die alkalische Jodlésung quantitativ in ein 50 ccm fassendes 
hohes Jenaer Becherglas, siuert mit 7 cem 2 n Schwefelsaéure an, riihrt gut 
mit einem Glasstab um und titriert mit frisch bereiteter n/200 Thiosulfat 
lésung. Es wird eine in '/,)) cem eingeteilte Mikrobiirette verwandt. Gegen 
Ende der Titration setzt man 1 ecem Starkelésung zu!. 


Vor der Bestimmung wird der Titer der Jodlésung in parallel ausge- 
tiihrten Blindversuchen festgelegt. Dazu fiihrt man entsprechend Oxydation 
und Redestillation unter Verwendung von destilliertem Wasser statt der 
zu untersuchenden Saurelésung durch. Die Ergebnisse der Blindversuche 
sollen auf ein Hundertstel cem iibereinstimmen, man verbraucht etwa 
0,10 cem n/200 JKJ. 


Der Faktor ist je nach Art der Oxydation verschieden. 1 cem n/200 
Jodlésung entspricht bei der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd 0,37 mg 
und bei Verwendung von Kaliumpermanganat 0,27 mg Isobuttersdure. 
Gute Resultate erhalt man bei einem Gehalt von 0,04 bis 2 mg. Berechnet 
wird auf !/j9, mg, wobei die Hundertstel als unsicher anzusehen sind. Be 


' 1 %ige, filtrierte Starkelésung, enthaltend 5% Zinksulfat und 25°, 


Kochsalz. 
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sonders zuverlassig sind die Resultate, wenn man sie auf Grund der Titra- 
tionsergebnisse aus den nachstehend angefiihrten Tabellen II und III 
entnimmt. Zwischenwerte werden interpoliert. Ausdriicklich soll betont 
werden, daB fiir die quantitative Isobutterséurebestimmung in erster Linie 
die Permanganatoxydation in Frage kommt; fiir die gleichzeitige Be- 
stimmung von n- und Isobutterséure mu jedoch H,O, verwendet werden. 
Bei Mengen iiber 2 mg miissen die Isobutterséurelésungen entsprechend 
verdiinnt werden. 

Tabelle Il. Isobuttersaure mikrojodometrisch mit Wasserstoff- 

superoxyd bestimmt. 


leem n/200 Jodlésung entspricht 0,37 mg Isobutterséure. 





Genommen 
mg 


0,04 
0,05 
0,06 
0,07 
0,08 
0,09 
0,10 
0.20 
0,40 


Verbraucht 
ecm n/200 IKI 


0,08 
0,12 
0,14 
0,18 


0,53 
1,07 


Gefunden 
mg 


0,03 
0,04 
0,05 
0,07 
0,08 
0,09 
0,10 
0,20 
0,40 


Genommen 





mg 


0,50 
0,60 
0,80 
1,00 
1,20 
1,50 
1,70 
2,00 


Verbraucht 
ecm n/200 JKJ 


L235 
1,61 
2,15 
2,64 
3,34 
3,98 
4,74 
5.34 


Gefunden 
mg 


0,50 
0,60 
0,80 
0,98 
1,23 
1,47 
1,75 


1,98 


Tabelle II]. Isobuttersiure mikrojodometrisch mit Permanganat 


bestimmt. 


leem n/200 Jodlésung entspricht 0,27 mg Isobuttersaure. 





Genommen 
mg 


0,04 
0,05 
0,06 
0,07 
0,08 
0,09 
0,10 
0,20 
0,40 


Verbraucht 
ecm n/200 JK J 


0,11 
0,16 
0,21 
0,25 
0,30 
0,33 
0,37 
0,74 
1,49 


Gefunden 
mg 


0,03 
0,04 
0,06 
0,07 
0,08 
0,09 
0,10 
0,20 
0,40 





Genommen 


mIng 


0,50 
0,60 
0,80 
1,00 
1,20 
1,50 
1,70 
1,90 
2,00 


Verbraucht 


ecm n/200 JKJ 


5,70 
6,80 
7,00 
7,46 


Gefunden 
mg 


0,50 
0,61 
0,80 
0,99 
1,28 
1,54 
1,83 
1,89 


2,02 


Die quantitative Bestimmung der Isobuttersdure in Anwesenheit 

der fliichtigen Fettsiuren C, bis Cy. 

Die quantitative mikrojodometrische Isobuttersdiurebestimmung 
erfolgt auch bei Anwesenheit anderer fliichtiger Fettsiuren mittels 
KMnQ,. 
auch durch die Anwesenheit der n-Buttersaure nicht gestért und genau 
so ausgefiihrt, wie wenn reine Isobutterséure vorliegt. Tabelle TV 
zeigt die Resultate einiger Bestimmungen. 


Da die Bestimmung Mengen unter 2 mg verlangt, wird sie 
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Tabelle IV. 
Ansatz: Ein Gemisch von je 10 mg Ameisen-, Essig-, Propionséure wurde 
mit den angegebenen Mengen von Iso- und n-Butterséure versetzt und die 
Isobuttersiure mittels Kaliumpermanganat bestimmt. 





Genommen Gefunden 


Isobuttersiure “ig Buttersiiure : Verbraucht Isobuttersiiure 

mg mg ecm n/200 JK J meg 
0,10 ia 0,36 0,10 
0,10 0,10 0,35 0,10 
1,00 3,64 0,98 
1,00 1,00 3,62 0,98 


Nachweis von n-Buttersiure neben Isobuttersiure. 

Ergeben sowohl H,O, als auch KMnO, positive Reaktionen, so 
liegt entweder nur Isobuttersiure (die Permanganatreaktion ist gleich 
oder starker als die H,O,-Reaktion) vor oder es kann auch n Butter- 
siure anwesend sein (die Permanganatreaktion ist schwacher als die 
H,O,-Reaktion). Der Nachweis. der n-Buttersdure ist auf folgender 
Grundlage méglich. Werden wasserfreie n- und Isobuttersiure mit 
konz. Schwefelséure auf 200° erhitzt, so wird die Isobuttersiure quanti- 
tativ vernichtet. n-Buttersiure bleibt hierbei erhalten, und zwar voll- 
kommen, wenn sie allein vorhanden ist; bei Anwesenheit von Isobutter- 
sdiure treten Verluste (von 0 bis 80 °% siehe Tabelle [V) auf, doch kénnen 
trotzdem auch hundertstel mg n-Buttersiure in Anwesenheit von sogar 
50 und mehr mg Isobuttersiure einwandfrei nachgewiesen werden. 
Diese Methode erméglichte die Feststellung, da alle im Handel er- 
haltlichen Isobuttersiurepraparate n-Buttersdure enthalten. Fiir unsere 
Versuche mu8te synthetische, aus reinstem Isopropylalkohol bereitete 
Isobuttersiure verwendet werden, die sich als frei von n-Buttersdure 
erwies. 

Der Nachweis wird folgendermaBen durchgefiihrt: In hohen, 50 ccm 
fassenden Jenaer Becherglisern wird die méglichst genau neutralisierte 
Buttersdurelésung auf dem Wasserbad bis zur Trockene eingedampft 
(Lackmuspapier, keinen Indikator in die Lésung bringen). Nach dem 
Erkalten versetzt man mit 5 cem konz. Schwefelséiure und bringt in einen 
Trockenschrank. Man erhitzt mit voller Flamme mdéglichst rasch (innerhal! 
10 Minuten) auf 200°, halt genau 1 Stunde auf dieser Temperatur und labt 
dann im Trockenschrank abkiihlen. Waren auBer n-Butterséure keine 
organischen Stoffe zugegen, so bleibt die H,SO, unverindert. Bei An 
wesenheit von Isobutterséure farbt sich die Fliissigkeit gelb bis braun bei 
Mengen bis 5 mg, schwarz bei Mengen iiber 10 mg und bei Mengen iibe: 
20 mg wird sie auBerdem sehr zahfliissig. Wahrend des Erhitzens wird die 
Isobutterséure unter Abscheidung von Kohlenstoff sowie Entwicklung 
von CO, CO, und SO, vernichtet. Die abgekiihlte Fliissigkeit wird nun 
destilliert. Zur Destillation mu8 der Apparat mit Schliff benutzt werden. 
Wir verwenden dazu den in MitteilungI, Abb. 2, angegebenen Apparat 
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ohne Kolben A; Kolben B direkt am Kiihler. Man bringt in den Kolben 
einige Siedekiigelchen, 10 cem gekiihltes Wasser und gieBt die Fliissigkeit 
hinzu, ohne zu schiitteln. Das Becherglas wird zweimal mit je 5 cem Wasser 
nachgespiilt, dann verbindet man den Kolben mit dem Kiihler und destilliert 
so lange ab, bis sich im Kolben weiBe Dampfe von H, SO, zeigen. Als Vorlage 
benutzen wir 2cem n Natriumecarbonatlésung. Man iiberzeugt sich, ob 
die Lésung alkalisch ist, nétigenfalls wird sie alkalisch gemacht und wird 
dann auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Der Trockenriickstand 
wird in einigen ccm Wasser gelést und nach Zutropfen von 1 cem 2 n H,SO, 
in den Kolben des Apparats fiir den qualitativen Nachweis gebracht; das 
Becherglas zunichst mit 3ccem eisenhaltiger Schwefelséure, dann mit 
jeem Wasserstoffsuperoxyd in den Kolben nachgespiilt und die Oxy- 
dation durchgefiihrt. Eine positive Reaktion beweist die Anwesenheit von 
Buttersaure. Folgende Tabelle zeigt einige Ergebnisse. 


Tabelle V. 


verbrannt und dann mit H,O, auf n-Buttersdure und 


Gemisch von Iso- und n-Butterséure mit konz. H,SO, 
KMnO, 
auf Isobuttersaure untersucht. 





Nach der Verbrennung 
mit H» SO, konz. 


Nach der Verbrennung 


Genommen M 
mit H, SO, konz. 


Genommen 


siure 


mg 


bo bo DO Oo DO 


10 


Mitteilung die 


mg 


0,05 
0,10 
0,50 
1,00 


0,05 
0,1 
0,5 
1,0 


Is« K MnO, 
so- 

butter- 2-Butter- 
siure 


Iso- 
butter- 
siure 


mg 


Hy» O» 
n-Butter- 
siure 


ming 


0,03 
0,04 
0.1 
0,4 


0,03 
0,09 
0,15 
0,8 


Verlust 


0 


40 
60 
80 
60 


40 
10 
70 
20 





lso- 
butter- "-Butter- 


siure 


mg 


20 
20 
20 
20 


20 


50 
50 
50 
50 


K MnO, 
Is« 


sdure = 
siiure 


mg ng 


0,05 
0,1 
0,5 
1,0 


0,1 
0,5 


H, 0» 


aati n-Butter- 


siure 


mg 


0,02 
0,10 
0,15 
0,4 


0,09 
0,4 


0,6 


Verlust 


Jo 


Gleichzeitige quantitative Bestimmung von Iso- und n-Buttersdure 


in Gemischen mit fliichtigen Fettsdéuren C, bis Cy. 


Zunichst mége erwahnt werden, dai} seit Erscheinen der ersten 


vereinfacht 
worden ist!. Der qualitative Nachweis sowie die mikrojodometrische Be- 


stim 


Mitteilung 
In dem in Frage kommenden Intervall von 0,04 bis 2 mg gi 


mung 


1 Mikrochem. 19, 187, 1936; 23, 60, 1937. 


mikrojodometrische 
und gleichzeitig 


Bestimmung der 


genauer 


und 


zuverlassiger 


n-Buttersaure 
gestaltet 


werden jetzt so ausgefiihrt, wie es ausfiihrlich in dieser 
bei der Isobuttersiurebestimmung mit H,O, beschrieben ist. 
It als bester 
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Faktor der Wert 0,27 mg Butterséure pro ccm n/200 JKJ. Noch 
genauere Resultate findet man mit Hilfe der Tabelle VI. Bei Mengen 
iiber 2 mg mu die Buttersdurelésung entsprechend verdiinnt werden 


Tabelle VI. n-Buttersiure mit Wasserstoffsuperoxyd mikrojodo.- 
metrisch bestimmt. 


leem n/200 Jodlésung entspricht 0,27 mg n-Buttersaéure. 





Genommen Verbraucht Gefunden Genommen Verbraucht Gefunden 
mg ecm n/200 JK J mg mg ecm n/200 JKJ mg 


0,04 0,12 0,03 0,40 1,40 0,38 
0,05 0,14 0,04 0,50 1,74 0,47 
0,06 0,19 0,05 0,60 2,18 0,59 
0,07 0,23 0,06 0,80 2,92 0,79 
0,08 0,28 0,08 1,00 3,70 1,00 
0,09 0,31 0,08 1,20 4,48 1,21 
0,10 0,35 0,95 1,50 5,44 1,47 
0,20 0,70 0,19 1,70 6,36 1,72 
0,30 1,07 0,29 2,00 7,24 1,95 





Die gleichzeitige Bestimmung von n- und Isobuttersaéure in Ge- 
mischen, die auch in Anwesenheit anderer fliichtiger Fettsauren er 
folgen kann, erfordert die Durehfiihrung zweier Oxydationen: Eine 
Oxydation mit H,O, erlaubt die Feststellung des mikrojodometrischen 
Aquivalents der Siuresumme, die andere mit KMnO, gibt die Menge 
von Isobuttersiure an. Die n-Butterséure kann dann aus den Angaben 
beider Bestimmungen leicht errechnet werden. 

Ist a die Anzahl der bei der Oxydation mit H,O, verbrauchten 
cem n/200 JKJ, 6 hingegen der bei der “Permanganatoxydation ge 
fundene Wert, so ergibt sich die Menge der Isobuttersaure zu 6} .0,27 mg 
waihrend (a—b.0,73).0,27 die mg n-Butterséure angibt. 


Tabelle VII. 





Genommen Gefunden 





K MnO, b.0,73  a—b.0,73 | Isobutter- n-Butter- 
4 siiure siiure 


Isobutter- n-Butter- 
siiure siure 


ing mg mg mg 


0,05 0,05 29 | 0,15 0,11 0,04 0,05 
0,10 0,10 | 0,37 0,27 | 0,10 0,10 
0,20 0,20 |} (0,76 0,56 0,20 0,20 
0,50 0,50 | | 1,87 1,36 | 0,50 0,49 
1,00 1,00 3,80 2,78 1,03 0,91 
2,00 2,00 7,46 5,45 2,01 1,30 





Hine 
then 
nge 


iben 


hten 
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Ist gleichzeitig #-Oxybuttersiure vorhanden, so kénnen die 
flichtigen Fettsduren durch Destillation abgetrennt werden. Die 
nétigen Arbeitsvorschriften sollen Gegenstand der nachsten Mitteilung 
(die Bestimmung von /-Oxybutterséure) sein. 


Zusammenfassung. 

Die Oxydation mit Permanganat in stark schwefelsaurer Lésung 
oder auch mit Wasserstoffsuperoxyd in Anwesenheit von Schwefel- 
siure, die Kisensalz enthalt, erlaubt den qualitativen Nachweis sowie 
die quantitative Bestimmung von I[sobuttersiure sowohl] in reinen 


Lésungen als auch in Gemischen mit anderen fliichtigen Fettsauren 
‘ is 
C, bis Cs. 


Ks ist méglich, n- und Isobuttersiure nebeneinander und auch in 
Gemischen mit den obenerwahnten fliichtigen Fettsiuren sowohl quali- 
tativ nachzuweisen als auch nach einer vereinfachten mikrojodo- 
metrischen Methode quantitativ zu bestimmen. 





Untersuchungen 
iiber das Himoglobin-Methimoglobin-Redoxsystem. 
Von 


Otto Schmidt. 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin der Universitat Bonn. 
(Eingegangen am 17. Februar 1938.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Das Hamoglobin-Methimoglobinsystem ist wiederholt von Conant 
und seinen Mitarbeitern elektrometrisch gegen indifferente Metall- 
elektroden und im Titrationsversuch spektrophotometrisch gemessen 
worden. Reduziertes Himoglobin und Methamoglobin bilden nach 
diesen Untersuchungen ein reversibles Redoxsystem. Das Normal. 
potential wird in spateren Arbeiten in neutraler Lésung zu + 152 Milli- 
volt bestimmt. Saito hat (1935) die Untersuchungen nachgepriift. Er 
bestimmte das Potential gegen verschiedene indifferente Metallelektroden 
in saverstoftfreier Stickstoffatmosphare. Bei der Titration einer redu- 
zierten Hamoglobinlésung mit Ferricyanid ergaben die Messungen 
Werte, die mit der fiir Redoxsysteme geltenden Gleichung nicht iiber- 
einstimmten. Die Titration von Methémoglobin mit Natriumhydrosulfit 
zeigte in zwei von drei Versuchen eine gute Ubereinstimmung. In 
Mischungen von Methamoglobin und reduziertem Hamoglobin war ein 
dem Mischungsverhaltnis entsprechendes Potential nicht zu erhalten. 
Das Bestehen eines Redoxpotentials wird von ihm angezweifelt. Das 
Potential werde bei derartigen Versuchen wahrscheinlich durch andere 
sich in der Lésung befindende Redoxsysteme (Ferri-Ferrocyanid, 
Hamine, Hamochromogene und unbekannte’ Stoffe) bestimmt. Nach 
Michaelis sind Potentiale in Hamoglobinsystemen mit Hilfe indifferenter 
Elektroden sehr schlecht reproduzierbar. Nach seiner Erfahrung be- 
schlagen sich die Elektroden im Laufe der Untersuchung mit einem 
feinen braunen Pigment, offenbar denaturiertem Hamoglobin, das zu 
schlecht reproduzierbaren Potentialen fiihrt. 

Die Kenntnis der Potentialstellung des Hamoglobin /Methamoglobin 
systems und seiner Derivate ist nicht nur von wissenschaftlichem Wert. 
Sie bringt uns vor allem praktisch bedeutsamen Fragen naher: Unter 
welchen Bedingungen Methamoglobin im Kdérper entsteht und wie 
lange es in der Leiche haltbar ist; schlieBlich vermag sie uns einen 
gewissen Einblick in das katalytisch wirksame Wechselspiel zwischen 
zwei- und dreiwertigem Hamoglobineisen zu verschaffen. 

Ich habe das Himoglobin-Methamoglobinsystem mit Hilfe genau 
definierter Farbstoffgemische gemessen. Die Farbstofflésungen wurden 
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den Hamoglobin-Methamoglobinlésungen in gréBerem UberschuB zu- 
gegeben. Sie wirkten dabei als Reduktions- bzw. Oxydationsmittel be- 
Lannten Potentials. Das durch die Reduktion entstandene Haimoglobin 
wurde manometrisch nach der von van Slyke angegebenen Methode 
durch seine CO-Kapazitat bestimmt. Bei Anwendung ungefarbter 
Reduktionsmittel wurde die Hamoglobinbestimmung daneben auch 
spektrographisch vorgenommen. 
Die Bearbeitung der untersuchten Systeme ist nach folgender 
Ubersicht geordnet : 
Methode. 
2. Die Reduktion von Methamoglobin in sauerstofffreier Lésung. 
Die Oxydation von nativem Hamoglobin in Methimoglobin bei 
Abwesenheit von Sauerstoff. 
. Die Uberfiihrung von O,-Hiamoglobin in Methamoglobin. 
Die Reduktion von Methamoglobin in sauerstoffhaltigen 
Lésungen. 
Spektroskopische Untersuchung iiber die bei der Reduktion 
des Methamoglobins in Anwesenheit von Sauerstoff auf- 
tretende Lichtabsorption. 
. Untersuchungen iiber die Potentialstellung des Oxyhamoglobin- 
Hamoglobinsystems. 


Die Bildung von O,-Hamoglobin bei der Reduktion von Met- 


hamoglobin in sauerstoffhaltiger Lésung. 

. Die Einwirkung von Wasserstoff auf Methamoglobin. 

. Die Einwirkung von Schwefelwasserstoff auf Methamoglobin. 
Uber die Einwirkung weiterer Reduktionsmittel auf Met- 
hamoglobin. 

. Die Einwirkung der Faulnisreduktion auf Methimoglobin. 
Uber die Bildung und Reduktion von Methaimoglobin in der 
Leiche. 

. Die Einwirkung von Nitriten und Stickoxyd auf das Met- 
hamoglobin. 

Untersuchungen itiber die Oxydation und Reduktion von 
NO-Hamoglobin. 
Untersuchungen iiber die Oxydation und Reduktion von CO- 
Hamoglobin. 
Die Reduktion von Cyanhimoglobin und die Bildung von 
Cyanhamoglobin in cyanhaltigen Blutlésungen. 

18. Die Reduzierbarkeit des Fluormethamoglobins. 

19. Die katalytische Funktion des Methimoglobin- Hamoglobin- 
eisens. 

20. Zusammenfassung der Ergebnisse. 





O. Schmidt: 


1. Methode. 


Fiir die Untersuchungen benutzte ich nachstehend aufgefiihrte 


Farbstoffe : 
Tabelle I. 





Molar- 


Farbstoff gewicht 


in Millivolt 


Sauerstoffelektrode + 811 
o-Chlorphenolindophenol 316 + 233 
Phenolblau-chlorid 262 + 227 
Bindschedlers Griin 254 224 
2, 6- Dichlorphenolindophenol 290 
o-Kresol-indo-2, 6-dichlorphenol 304 
Guajak-indo-2, 6-dibrom phenol 409 
m -Toluylendiamin-indophenol-chlorid 263 
1, 2 - Naphtholsulfonat - indo - 2, 6 - dichlorphenol 

(Nag-Salz) 442 
Toluylenblau-chlorid 308 
Kresylblau-chlorid 289 
Gallocyanin 300 
Methylenblau-chlorid .., : 320 
Indigotetrasulfonat (K,-Salz) 738 
Indigotrisulfonat (K,-Salz) 619 
Indigodisulfonat (Na,-Salz) 466 
Gallophenin 463 
Kresylviolett-chlorid 285 
Brillantalizarinblau 402 
Neutralrot-jodid 380 
WW GMNOTHUIIOIBETOR 8. Eee a 
Phenosafranin 320 


oe wre 


~ 


coo-1 


Die Farbstoffe Nr. 3, 5, 6, 7, 8 und 9 verdanke ich Herrn Kollegen 
Kiihnau, der diese Farbstoffe als Indikatoren zur Bestimmung biologische: 
Redoxpotentiale benutzte, iiber die er in dieser Zeitschr. 248, 14, 1931. 
berichtet hat. Die Farbstoffe Nr. 2, 4, 5, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20 und 22 
sind von der Firma G. Griibler & Co., Leipzig, bezogen, die Farbstoffe Nr. 11. 
17 und 19 sind Erzeugnisse der I. G. Farben-Industrie. 


Die Oxydations- bzw. Reduktionsstarke der angefiihrten Farbstoffe 
wird durch das py der Lésung, durch die Art des Farbstoffes und das 
mengenmaBige Verhaltnis von gefirbtem (oxydiertem) zu entfarbtem 
(reduziertem — Leuko-) Anteil bestimmt. Samtliche Untersuchungen 
wurden in neutraler wassriger Lésung vorgenommen, deren py durch 
reichlichen Zusatz eines Phosphatpuffergemisches festgelegt wurde 
Bei gleichem py-Wert gilt die Formel: 


Laos’. Farbstoff 
or Me “8 Leukofarbstoft 
Verhalten sich Farbstoff zu Leukofarbstoff wie 1:1, dann wird 


die zweite GroBe der rechten Seite der Gleichung = 0 . , das Potential 
der Lésung ist dann = Ey. Ey, das ,,Normalpotential'‘, ist eine fiir 


E=E 
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reversible Systeme konstante GréBe. Der H)-Wert der von mir benutzten 
Farbstoffe ist in Tabelle Langegeben. Systeme mit positiverem Potential 
wirken auf solche mit negativerem Potential oxydierend ein oder um- 
gekehrt: Ein negatives System wirkt auf ein positiveres reduzierend 
und wird durch den Reduktionsvorgang selbst oxydiert. 

Farbstoff 


GOP: tng Leukofarbstoff, 
fiir verschiedene Anteile des Leukofarbstoffs in Millivolt angegeben. 
Um die in der Tabelle angegebenen GréBen vermindert bzw. erhdht sich 
das ,,Normalpotential“ eines Farbstoffes bei konstantem py und 
variiertem Mengenverhaltnis von Farbstoff zu Leukofarbstoff. Durch 
Anderung des Verhaltnisses von reduziertem zu oxydiertem Farbstoff 
laBt sich hiernach das Potential eines Farbstoffgemisches innerhalb 
vewisser Grenzen genau einstellen. 


In Tabelle IT ist der Wert fiir den Ausdruck ( 


Tabelle II. 





 parherett Farbstott Verhaltnis Farbstoft 
Farbstoff 0,03 . log : = Farbstoff 0,03 . log —- ’ 
: Leukofarbstoff Leukofarbstotf : Leukofarbstoff Leukofarbstoff 


95:5 + 0,038 45:55 0,003 
90:10 + 0,029 40 : 60 - 0,005 
85:15 + 0,023 35: 65 0,008 
80 : 20 + 0,018 30:70 0,011 
75 : 25 +. 0,014 25: 75 - 0,014 
70:30 + 0,011 20 : 80 0,018 
65 : 35 -- 0,008 15:85 0,023 
60: 40 + 0,005 10: 90 0,029 
55: 45 + 0,003 5:95 0,038 
50 : 50 0,000 





Die mit dem Auge erkennbare Farbintensitaét steht zu dem 
Mischungsverhaltnis in keiner direkten Beziehung. Ein 50 °%iges 
Farbstoff-Leukofarbstoffgemisch ist fiir das Auge von der gleichen Farbe 
wie ein vollig oxydiertes. Ein 70°,iger Reduktionsgrad entspricht 
einer eben erkennbaren Entfarbung. Deutlich entfarbt erscheint erst 
ein zu 80%, reduziertes, nahezu entfarbt ist ein zu 90° reduziertes 
Gemisch und vollig entfarbt erscheint die Farbstofflésung, wenn 95 °%, 
des Farbstoffs als Leukoverbindung vorliegen. 

Die Reduktion des Farbstoffes wurde mit Wasserstoff in Anwesenheit 
von Platinasbest vorgenommen. Zur Herstellung der Farbstoff-Leuko- 
farbstoffgemische benutzte ich eine Vorrichtung, wie sie in Abb. | skizziert 
ist. Sie besteht aus zwei etwa 10 ccm fassenden runden GlasgefaBen, die 
durch eingeschliffene Glasstopfen mit zwei Durchbohrungen verschlossen 
sind. Die eine Offnung fiihrt bis zum Grunde des GefaBes und dient zum 
Durchstrémen der Lésung, die andere verlaBt das GefaB in Stépselhdhe. 
Wenden des Stépsels um 90° verschlieBt das GefaB. Bei einer Drehung 
um 180° 1aBt sich der Inhalt bei gleicher Stromrichtung heraustreiben. Die 
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GefaBe sind, wie Abb. | es zeigt, durch 3-Wegehihne verbunden. Der mit 
alkalischer Pyrogallollésung gewaschene Wasserstoff, der einer Wasserstoff. 
bombe entnommen wurde, reduziert den einen Teil des Farbstoffes in 
GefaB II. Das Gas wird bei Hahn 2 unter Wasser abgeleitet. Der oxydierte 
Farbstoffanteil wird indessen in GefaB I durch Stickstoff von Luft befreit, 
der Stickstoff verlaBt die Apparatur ebenfalls bei 2. Ist der Farbstoff in 
GefaB If entfarbt, wird der iiberschiissige Wasserstoff bei entsprechende: 
Hahnstellung durch Stickstoff herausgetrieben, simtliche Gase verlassen 
die Apparatur nunmehr bei Hahn 3. Nach einigen Minuten erfolgt durch 
den Wasserstoffstrom die Uberfiihrung des Leukofarbstoffes in GefaB I. 
Hierbei verlassen die Gase die Apparatur bei Hahn 1. Durch Drehen des 
Stdpsels um 90° ist das Farbstoffgemisch in GefaiB I luftgeschiitzt zu ver 
schlieBen. Das Potential der Farbstofflésung ist durch das Normalpotentia| 
des Farbstoffes und das gewiéhlte Mischungsverhialtnis des oxydierten zum 
reduzierten Farbstoffanteil bestimmt. 


I H 





Abb. 1. 


Fiir die Untersuchungen benutzte ich ein nach Hoppe-Seyler her- 
gestelltes Rinderhimoglobin, das nach den Angaben von Haurowt: 
durch 20 %igen Alkohol in Methamoglobin iibergefiihrt war. Die spektro- 
graphische Messung ergibt den Extinktionsverlauf der Abb. 3, Nr. 6 
Die Kurve deckt sich mit den Messungen des reinen Methimoglobins in 
neutraler Lésung. Das Methimoglobin wurde in !/;; Mol Phosphat. 
puffergemisch von py = 7,0 gelést. 2 cem wurden in die Kammer des 
van Slykeschen Apparates tiberfiihrt und durch Evakuieren von Gasen 
befreit. Die Lésung wurde mit 4,75 ccm Farbstoff-Leukofarbstoff- 
gemisch versetzt, das mit einer Pipette aus dem ReduktionsgefaB schnell 
entnommen und unter QuecksilberverschluB in die Kammer iiberfiihrt 
wurde. Die Farbstofflésungen enthielten 0,001 Mol-% Farbstoff; in 
4,75 cem demnach 0,0000475 Mol. Die Methaémoglobinlésungen ent- 
hielten 0,00005 bis 0,00001 Mol in 100 cem. In 2 cem etwa 10~-° bis 
2.10~-* Mol Methamoglobin. Bei dem reichlichen Farbstoffiiberschu} 
wird das Potential der Lésung von dem Farbstoffgemisch bestimmt. 

Durch die Reduktion des Methamoglobins tritt in dem anfanglich 
vorliegenden Mischungsverhaltnis der Farbstofflésung eine Anderung 
ein. 1 Mol Leukofarbstoff reduziert 2 Mol Methimoglobin. Die durch 
den Reduktionsvorgang bedingte Verschiebung des Anfangspotentials 
ist bei dem reichlichen Farbstoffiiberschu8 rechnerisch ohne wesent- 
lichen EinfluB. 

Nach langerem Abwarten zeigt sich in den Lésungen eine langsam 
fortschreitende ,,Autoreduktion“. Ist das Methamoglobin-Hamoglobin- 
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system durch reichlichen Farbstoffiiberschu8 wie im vorliegenden Falle 
beschwert, so tritt nach erfolgter Reduktion eine erhebliche Verzégerung 
der offenbar durch Faulnisvorginge bewirkten Autoreduktion ein. Nach 
halbstiindiger Farbstoffeinwirkung erhielt ich bei den verschiedenen 
Farbstoffgemischen recht gut iibereinstimmende Ergebnisse. Die 
spektroskopischen Untersuchungen, iiber die spiter berichtet wird, 
zeigten, da die durch die entsprechende Farbstofflésung bedingte 
Reduktion gewohnlich nach 10 bis 20 Minuten beendet ist und daB der 
durch das Farbstoffgemisch erhaltene Reduktionsgrad sich iiber viele 
Stunden annahernd konstant erhalt. 


Die mit den Farbstoffgemischen versetzte Methamoglobinlésung 
wurde nach 30 Minuten Stehen mit Kohlenoxyd bei vermindertem 
Druck (20 mm Hg) 4 Minuten geschiittelt. Das CO ist an das bei der 
Reduktion entstandene Hamoglobin nach dieser Zeit vollstandig ge- 
bunden, tiberschiissiges CO wurde entfernt. Sauerstoff, Stickstoff und 
Wasserstoff sind in der Lésung nicht mehr in meBbarer Menge enthalten. 
Die CO-Bestimmung erfolgte in der iiblichen Weise nach Zusatz von 
0,25 ccm konzentrierter Ferricyanidlésung und nach Absorption der 
Kohlensaure mit luftfreier Kalilauge. Die Werte der CO-Kapazitat 
sind in Vol.-% angegeben. Samtliche Untersuchungen wurden 
bei Zimmertemperatur (+ 20°) vorgenommen. Eine mit Ferricyanid 
versetzte Methamoglobinlésung war das MaB8 fiir physikalisch geléstes 
CO, der Wert ist gleich 0% Hamoglobin oder 100 °% Methamoglobin. 
Wird das Methaémoglobin mit einem stark negativen Farbstoffgemisch 
behandelt, erfolgt seine vollstandige Reduktion. Das CO-Volumen 
abziiglich physikalisch geléstes CO gibt den 100°%,igen Hamoglobin- 
gehalt der Lésung an. Als Farbstoff von geniigend stark negativem 
Potential benutzte ich zu 90 °% reduziertes Indigodisulfonat (E - 125 
- 29 = — 154 Millivolt). Unter Zugrundelegung dieser beiden Zahlen 
laiBt sich der prozentuale Himoglobingehalt einer mit Farbstoffgemisch 
reduzierten Methimoglobinlésung bestimmen. 


Nach Erreichung des Gleichgewichts ist das Potential der Farbstoff- 
lésung gleich dem Potential des Methimoglobin-Hamoglobinsystems. 
Nimmt man an, daB sich 1 Mol Hamoglobin von Methamoglobin durch 
die Anderung einer Valenz des Eisens (Fe und Fe'" 
dann gilt die Formel: 


) unterscheidet, 


: : Methamoglobin 
E varbstott me Ey (Methimoglobin/Himoglobin) ~~ 0,06. log . 


Hamoglobin 
Das Normalpotential des Methamoglobin-Hamoglobinsystems ist 
dann: 


(Methamoglobin) 


nl 7 
Ey (Methiimoglobin/Himoglobin) * E Parvstott) — 0,06. log (Hamoglobin) 
co 
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2. Die Reduktion von Methimoglobin in sauerstofffreier Liésung. 

Eine durch Evakuieren sorgfaltig von Sauerstoff befreite Met 
hamoglobinlésung ergab mit Methylenblau-Leukomethylenblau-Farb- 
stofflésung die vollstandige Uberfiihrung in Haimoglobin (Tabelle ITI). 


Tabelle III. 
2 cem Methamoglobinlésung in Phosphatpuffergemisch, py = 7,0, evakuiert, 
4,75ecm Farbstoffgemisch. Nach 30 Minuten Reduktionsdauer Be- 
stimmung der CO-Kapazitat. 





Himo- 
, CO- rlobin-C O- Hamo 
Ansatz Potential Kapazitat Kapazitit globin 


Millivolt Vol.-°/9 Vol.-9/9 


2cem Methaémoglobin + 4,75 cem 5 %ig. 
Ferricyanid 0,86 
2cem Methamoglobin + 4,75 ccm In- 
digodisulfonat (90°, reduziert) ... 2,94 2,08 100 
ecm Methamoglobin + 4,75 ccm 
Methylenblau (90 % reduziert) ~.. + 18 2,93 2,07 100 


2 ccm Methamoglobin + 4,75 ccm 
Methylenblau (50% reduziert) ... - 2,95 2,09 100 
cem Methamoglobin + 4,75 ccm 
Methylenblau (10% reduziert) ... | + 40 2,96 2,10 100 


Im Rahmen des Potentialbereichs des Toluylenblau-chlorids (90 bis 
10%, reduziert) ist die Reduktion des Methiémoglobins nicht mehr 
vollstandig. In den positiveren Potentialbereichen dieses Farbstoff- 
gemisches zeigt sich eine Verminderung der Co-Kapazitat, aus der sich 
der prozentuale Methamoglobinanteil und das Normalpotential (£,) des 
Methamoglobin-Hamoglobinsystems errechnen lassen (s. Tabelle IV). 

Die Einwirkung von Dichlorphenolindophenol und Bindschedlers 
Griin ergab die in Tabelle V enthaltenen Werte. 

Das aus diesen Resultaten sich rechnerisch ergebende Normal- 
potential (E54 yethamoglobin-Hamoglobin) liegt bei +- 211 Millivolt (bezogen 
auf die Wasserstoffelektrode bei py = 7,0). Die Fehlergrenze dieser 
Methode ist auf etwa +- 10 bis 15 Millivolt zu schatzen. 

Die so gefundenen Potentialwerte des Methimoglobin-Hamoglobin- 
systems ergeben das Bild der Abb. 2, bei dem als Ordinate die pro- 
zentualen Anteile des Methamoglobins und als Abszisse die Potential- 
werte in Millivolt angegeben sind. Die gefundenen Werte sind als 
Punkte eingezeichnet. 

Der Verlauf der Kurve gibt an, welches Mengenverhaltnis von 
Methamoglobin und Hamoglobin in einer Lésung sich einstellt, wenn 
das Methamoglobin mit Substanzen bestimmter Reduktionsstarke 
behandelt wird. 
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Tabelle IV. 
2cem Methaimoglobin in Phosphatpuffergemisch, py = 7.0, evakuiert, 
4,75ceem Farbstoffgemisch. Nach 30 Minuten (4 Minuten 
20mm Hg). 





globin 


Himoglobin 


Ansatz 


C O-Kapazitit 
Hiimoglobin 


“OMethimo: 


, 


g 


I 


Millivolt Vol.-9/, Vol.-0/, J, Millivolt 


2ccm Methamoglobin 
+ 4,75 cem 5° ig. Ferri- 
cyanid 


2cem Methamoglobin 
+ 4,75 cem Indigodisul- 
fonat (90% reduziert) . . 5 2 1,16 


2cem Methamoglobin 
+ 4,75 cem Toluylenblau 
(90°, reduziert) 


2cem Methamoglobin 
+ 4,75 ccm Toluylenblau 
(66,6 % reduziert) 2, 113 98 -1,690 -0,101 


2cem Methimoglobin 
4,75 cem Toluylenblau 
(10° reduziert) , 1,10 95,1/-1,288 -0,077 


0 





— 
S 


8 
=—/imog/obin 


8 








0 - = 100 
500 20 20 HO 20 2 7H 0 WoO 10 M0nV 


——/otentia/ 
Abb. 2. 





Die eingeschlagene Methode umgeht die fiir Hamoglobinsysteme 
verhaltnismaBig unsichere elektrometrische Ablesung des Potentials. 
Sie arbeitet mit Farbstofflésungen, die als Reduktionsmittel von be- 
kannter Starke verwendet werden. Die Farbstofflésungen sind hierbei 
in gréBerem molaren UberschuB vorhanden. Sie bleiben gegeniiber dem 
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Tabelle V. 


2cem Methémoglobin in Phosphatpuffergemisch py = 6,974 gelést, evakuiert, 


4,75 eem 


Farbstoff (1 ecem 


= 0,00001 Mol), 


nach 


(4 Minuten, 20mm Hg). 


30 Minuten + 


CO 





2 ccm Methiimoglobin 
4,75cem Farbstoff 


Potential 
C O-K apazitit 
C O-K apazitat 


Millivolt) Vol.-°/9/V 


0,86 
2.94 


5% Ferricyanid 


Indigodisulfonat (90 °% 154 2,08 


reduziert) 
+188 2,33 


Dichlorphenolindo- 1,47 


phenol (90% reduziert) 


5% Ferricyanid 


Indigodisulfonat (90% 
reduziert) 


Dichlorphenolindo- 


Hiimoglobin 
bzw. 
Methimoglobin 


100 % 
Hamoglobin 
70,6 % 
Hamoglobin 
29,9 % 
Methamo- 
globin 


100 % 
Hamoglobin 


35,76 % 


— 0.023 


Himo- 
globin 


£ 


> 
g 
Millivolt 


0,06 . log — 


188 


0,015 


Hamoglobin 
64,24 % 
Methamo- 
globin 


phenol (50 %, reduziert) 


5 % Ferricyanid 

100 % 
Hamoglobin 
26,72 % 
Hamoglobin 

13,28 % 
Methamo- 

globin 


Indigodisulfonat (90 % 
reduziert) 

Dichlorphenolindo- 0,026 

phenol (15% reduziert) 


5% Ferricyanid 


Indigodisulfonat (90 % 
reduziert) 


154 1,93 100% 


Hamoglobin 
33,17 % 
Hamoglobin 
66,83 % 
Methamo- 
globin 


Bindschedlers Griin + 224 0,64 0,018 


(50 %, reduziert) 


Methamoglobin-Hamoglobinsystem wie auch Verunreinigungen gegen 
itber potentialbestimmend. Die bei den einzelnen Potentialbereichen 
erhaltenen Methamoglobin- bzw. Hamoglobinanteile stehen mit der 
errechneten Methamoglobin-Hamoglobinredoxstellung in recht guter 
Ubereinstimmung. Die aquimolare Reduktion von Methimoglobin in 


Hamoglobin (F,) liegt bei etwa 211 Millivolt. 
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3. Die Oxydation von nativem Himoglobin zu Methiimoglobin bei Abwesenheit 
von Sauerstoff. 


Frisches menschliches Blat wurde durch mehrfaches Waschen in Koeh- 
salzlésung vom Serum befreit. Die Blutkérperchen wurden auf das Doppelte 
ihres urspriinglichen Blutvolumens mit destilliertem Wasser hiamolysiert. 
Die Lésung wurde filtriert und mit !/, Volumenteil eines Phosphatpuffer- 
gemisches, Pu 7,0, versetzt. Je 2ecem dieser Lésung wurden in der 
Kammer des van Slykeschen Apparates sorgfaltig und griindlich evakuiert 
his sich das eindeutige Spektrum des reduzierten Himoglobins zeigte. Es 
wurden dann 4,75 cem des durch Reduktion in angegebener Weise her- 
vestellten Farbstoff-Leukofarbstoffgemisches unter QuecksilberverschluB 
der Hamoglobinlésung zugesetzt. Die Gase wurden dureh Senken des 
Quecksilberniveaus entfernt. Nach 30 Minuten wurden etwa 2cem CO 
eingefiihrt, das bei 20mm Hg 4 Minuten unter Schiitteln auf das Blut- 
farbstoffgemisch einwirkte. Das iiberschiissige CO wurde entfernt, die 
Lésung mit 0,25cem konzentrierter Ferricyanidlésung, die Oktylalkohol, 
Saponin und Milchsdéure enthielt, versetzt und 3 Minuten evakuiert. Die 
Kohlenséure wurde durch sauerstofffreie Kalilange absorbiert und das 
CO-Volumen bestimmt. 


Methylenblau-Leukomethylenblaulésung ergab mit reduziertem 


Hamoglobin folgende Werte: 


Tabelle VI. 





Hiimo- 

globin- Hamoglobin 
co CO- bzw. 

Kapazitit Methamoglobin 
Millivolt Vol.-°/,)  Vol.-9/, 


Farbstoff- 


Ansatz potential 


2cem Hamoglobin 
t. 4,75 ecm 5 %ige Ferri- 
cyanidlésung + CO.... 100 % Methamo- 
globin 
2cem Hamoglobin 
. 4,75cem Wasser + CO 7,312 100 ©, Hamoglobin 


2cem reduziertes Hamo- 
globin +- 4,75cem Me- 
thylenblau, 85% redu- 
ziert nach 30 Min. +- CO é 4 100 °,, Hamoglobin 
s 
2cem Hamoglobin 
+ 4,75cem 5%ige Ferri- 
eyanidlésung + CO.... 100% Methamo- 
globin 
2cem Hamoglobin 
+4,75cem Wasser -+- CO é 100 &% Hamoglobin 


2cem reduziertes Himo- 
globin + 4,75cem Me- 
thylenblau, 50% redu- 
ziert nach 15 Min. + CO +11 5,493 4,02 100 °,, Hamoglobin 


Methylenblaulésungen (fF = — 12 baw. 11 Millivolt) sind hier- 
nach nicht in der Lage, reduziertes Himoglobin unter sauerstofffreien 


Verhaltnissen zu Methimoglobin zu oxydieren. 


15* 
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Toluylenblau-Leukotoluylenblaulésungen oxydieren in der Nile 
ihres Normalpotentials ebenfalls nicht zu Methimoglobin. 


Tabelle VII. 





Himo- 

Farbstott- oo org Hiesogiobin 
potential Kapazitit Methimoglobin 
Millivolt Vol.-0/ Vol.-9/, 


Ansatz 


2ccm Hamoglobinlésung 
+ 4,75 cem 5%ige Ferri- 
cyanidlésung + CO.... 7 100 % Methamo- 
globin 
2cem Hamoglobinlésung 
+-4,75cem Wasser + CO 100 % Hamoglobin 


2cem reduziertes Haimo- 

globin + 4,75cem To- 

luylenblau, 60% redu- 

ziert nach 30 Min. + CO 5,094 100 % Hamoglobin 
2cem Hamoglobinlésung 

+ 4,75eem 5 %ige Ferri- 

cyanidlésung +CO.... 100 % Methamo 

globin 


2cem Hamoglobinlésung 

+ 4,75cem Wasser + CO 100 % Hamoglobin 
2ccm reduziertes Himo- 

globin + 4,75ceem To- 

luylenblau, 50% redu- 

ziert nach 30 Min. + CO +115 4,896, 3,24 100 % Hamoglobin 


Dichlorphenolindophenol oxydierte das Hamoglobin zu_ einem 
erheblichen Teil in Methamoglobin. Aus dem Verhaltnis der vorliegenden 


Hamoglobin- und Methamoglobinanteile ist 
. 8 zs 8 OHiamoglobin/Methaimoglobi: 


berechnet und in der Tabelle VIII angegeben. 

Bindschedlers Griin ergab die Werte der Tabelle IX. 

Aus den mit Dichlorphenolindophenol und Bindschedlers Griii 
gewonnenen Werten errechnet sich fiir py — 7,0 ein Normalpotenti:! 
von + 220 Millivolt, wobei die mégliche Fehlergrenze auf etwa 10 
bis 15 Millivolt zu bemessen ist. In Abb. 2 ist der kurvenmaBige Verlautf 
des aus reduziertem Hamoglobin erhaltenen Hamoglobin-Methamo. 
globinsystems als punktierte Linie eingezeichnet. Die bei der Messung 
erhaltenen Werte sind mit Kreuzen in der Abbildung angegeben. 

Bei fehlendem Sauerstoff geht die Oxydation von nativem Hamo 
globin in Methamoglobin etwa in dem gleichen Potentialbereich vor sich 
wie die Reduktion eines kiinstlichen Methamoglobinproduktes. Ob dic 
Art der Herstellung des kiinstlichen Methamoglobins fiir das Potentia! 
seiner Reduktion von Bedeutung ist, laBt sich aus diesen Untersuchungen. 
die stets mit dem gleichen Ausgangsprodukt vorgenommen wurden 
nicht sagen. 
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Tabelle VIII. 





Ansatz 


2cem Hamoglobinlésung 
+ 4,75 ccm 5 %ige 
Ferricyanidlésung + CO 
2eem Hamoglobinlésung 
+ 4,75 ecem Wasser + CO 


2cem reduzierte Hamo- 
globinlésung + 4,75 cem 
Dichlorphenolindophenol, 
25 % reduziert nach 
30 Min. + CO 


i 


2cem reduzierte Himo- 
globinlésung + 4,75 cem 
Dichlorphenolindophenol, 
50% reduziert nach 
30 Min. + CO 


2cem reduzierte Hamo- 
globinlésung + 4,75 cem 
Dichlorphenolindophenol, 
10% reduziert nach 
30 Min. + CO 


Farbstoff- 
potential 


Millivolt Vol.-9/) Vol,-0/, 


1,68 


4,93 


3,15 


Tabelle 


: 
3 
= 
$ 
= 
Lal 


Millivolt 


bzw. 
Methamoglobin 
Methimogk 


Himoglobin 


En émogiobin 


Millivolt 


100 % 
Methamo- 
globin 
100 % 
Hamoglobin 
45,2 % 
Hamoglobin 
54,8 % 
Methimo- 
globin 


46,1 % 
Hamoglobin 
53,9 % 
Methamo- 
globin 
19,4 % 
Hamoglobin 
80,6 % 
Methamo- 
globin 


3,26 


0,005 


1,48 


0,004 


0,63 0,037 


IX. 





2cem Hamoglobinlésung 
+ 4,75cem 5 %ige 
Ferricyanidlésung -++ CO 


2cem Haimoglobinlésung 
+-4,75 cem Wasser + CO 


2cem reduzierte Haimo- 
globinlésung -+- 4,75 cem 
Bindschedlers Griin, 
80 % reduziert nach 
30 Min. + CO 


2cem reduzierte Hamo- 
globinlésung + 4,75 cem 
Bindschedlers Griin, 
50 % reduziert nach 
20 Min. + CO 


Farb- 
stoff- 
potential 
Millivolt | Vol.-9%/9 


CO 


1,26 


7,30 


5,53 


Hiimo- E 
globin-C O- 
Kapazitiit 


Vol.-°/5 


Himoglobin 
bzw. 
Methimo- 
globin 


OHamoglobin 
Methimoglobin 
Millivolt 


100 % 
Methamo- 
globin 
100 % 
Hamoglobin 


6,04 


4,27 10,7 % 206 + 23 
Hamoglobin 
29,3 % 
Methamo- 
globin 

51,7 % 224 + 
Hamoglobin 

48,3 % 
Methamo- 

globin 
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4. Die Uberfiihrung von Oxyhimoglobin in Methimoglobin. 


Der Sauerstoff, der in den Lésungen zugegen ist, oxydiert eine: 
Teil des Leukofarbstoffanteils des Farbstoffgemisches. Durch dies 
Oxydation wird das anfinglich gewahlte Mischungsverhaltnis de: 
Lésung der Sauerstoffmenge entsprechend geandert. 


> Leukofarbstoff O, 2 Farbstoff -- 2 H,O. 


Der Sauerstoff, der an das Himoglobin gebunden ist, ist der Hamo 
globin-CO-Kapazitaét gleichzusetzen. Die Menge des ungebundene 
physikalisch gelésten Sauerstoffs ist durch entsprechende Kontrol! 
bestimmung des Lésungsmittels festzustellen. Das Gesamtsauerstoft 
volumen ergibt sich aus der Summe dieser ‘beiden Bestimmungen, Es 
laBt sich aus dem Partialdruck (p, — p,) und dem Kompressions 
volumen a, bei dem die Messung erfolgte, auf das Normalvolumen um 


rechnen. 
ore 


: a. (py — Pg) . 27% 
760) 760 . (273 +- t) 


Wird das Volumen durch 22400 dividiert, erhalt man die O,-Menze 
in Mol. Das ,,Anfangspotential’‘ der Lésung, das durch das gewalilte 
Mischungsverhaltnis von Farbstoff und Leukofarbstoff bestimmt wird, 
erreicht nach erfolgter Oxydation seinen maximalen Wert. 


, 


Farbstoff + Sauerstoff 


E, + 0.03 . log - . 
. Leukofarbstoff Sauerstoff 


E varbstott (max.) 
Durch die Uberfiihrung des zweiwertigen Hamoglobineisens in 
Methamoglobin erfolgt eine teilweise Reduktion des Farbstoffs in dic 
Leukoform, deren Menge dem gebildeten Methamoglobin entspricht 


1 Leukofarbstoff + 2 Methamoglobin 1 Farbstoff + 2 Hamoglobin. 


Das ,,Endpotential® der Farbstofflésung ist: 


E Farbstoff Ky 
tL 0.03 . log 


Farbstoff + Sauerstoff — 44 Methamoglobin 


Leukofarbstoff — Sauerstoff + 14 Methamoglobin 


Mit diesem Endpotential steht das Himoglobinsystem im Gleicli- 
gewicht. 


Evarpstoti =E O»-Hamoglobin/Methamoglobin. 


Das Normalpotential der Oxydation von Oxyhamoglobin in Met 
himoglobin ist dann gleich 


Methamoglobin 


E. - 0,06 . log 


*00.-Hiimoglobin/Methiimoglobin O,-Himoglobin ~~“ Farbetofl. 
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Auf das Oxyhamoglobin wirken, im Gegensatz zu reduziertem 
Himoglobin, Farbstoffe vom Potential des Methylenblaus methamo- 
slobinbildend ein. Das Methylenblau erzeugt, wie G. H.Harop und 
E.G.G. Barron gezeigt haben, schon bei geringer Farbstoffmenge 
Methamoglobin. Geringe Farbstoffmengen erfordern zu ihrer voll- 
stindigen Oxydation entsprechend geringe Mengen von Sauerstoff. Das 
Potential des Farbstoffes wird dementsprechend durch den vollstandig 
oxydierten Farbstoff bestimmt und ist entsprechend positiv. Bei 
Titrationsversuchen mit Fe"! fand Michaelis, daB das Potential des 
Methylenblaus den theoretischen Wert von + o nicht erreicht. Am 
Kndpunkt der Titration wurde héchstens der Wert von etwa + 0,100 Volt 
erhalten. Das Potential des oxydierten Methvlenblaus liegt nach diesen 
Messungen so weit unterhalb vom Normalpotential des Methimoglobin- 
Hamoglobinsystems, daB eine Methamoglobinbildung, wollte man fiir 
die Uberfithrung des Oxyhamoglobins in Methamoglobin eine gleiche 
Oxydationsstarke annehmen wie beim reduzierten Hamoglobin, nicht 
zu erwarten ist. 

Bei geringerem Farbstoffgehalt ist die Reaktionsgeschwindigkeit, 
wie Warburg und Christian fanden, stark verzégert. Die Methamo- 
globinbildung kann bei sehr geringen Farbstoffmengen sogar langsamer 
verlaufen als die der Oxydation entgegenwirkende Autoreduktion (durch 
Faulnisprozesse ). 

In 2 cem einer frisch entnommenen, mit Kochsalz mehrfach ge- 
waschenen, in dest. Wasser haimolysierten und mit Phosphatpuffer, 
pu = 7,0, versetzten Lésung von menschlichem Blut, deren Sauerstoff- 
gehalt 2. 10-® Mol O, betrug, sah ich nach Zusatz von 4,75 . 1071! Mol 
Methylenblau keinen Methamoglobinschatten auftreten. 

Bei 4,75 . 10-° Mol Farbstoff zeigte sich erst nach 1 Stunde an der 
charakteristischen Stelle des Methamoglobins eine matte Rotver- 
schattung, die nach 3 Stunden durch autoreduktive Vorginge wieder 
zum Verschwinden gebracht worden war. 

Bei Anwesenheit von 4,75.10~5 Mol Farbstoff (50°, reduziert) 
betrug der Methamoglobingehalt nach einer halben Stunde 6,4 °,, nach 
1 Stunde 12,7 °% und nach 2 Stunden 7,2°%,. Nach 12 Stunden zeigte 
das Blut wiederum die gleiche CO-Kapazitait wie die Ausgangslésung. 

4,75 .10~* Mol Methylenblau (50°, reduziert) ergaben unter den 
gleichen Versuchsbedingungen nach 1'/, Stunden 18,1°, Methamo- 
globin. Der Sauerstoffgehalt der Blutlésungen war bei diesen Unter- 
suchungen ausreichend genug, um den gesamten Farbstoff in die Oxy- 
dationsstufe zu iiberfiihren. 

Erst wenn der Leukofarbstoff gegeniiber dem in der Lésung befind- 
lichen Sauerstoff im UberschuB vorliegt, hat die Lésung ein berechen- 
bares Endpotential, aus dem sich das Normalpotential des Uberganges 
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von Oxyhaimoglobin in Methaimoglobin bestimmen 1laBt. 4,75. 16 ° 
(50% reduziert) ergaben nach 11/, Stunden einen Methamoglobingeha|i 
von 13,5%. Der Sauerstoffgehalt der Oxyhimoglobinlésung betrug 
10-® Mol O,. Der Methaimoglobingehalt berechnet sich auf 1,4 . 10-7 Mo! 
Das Endpotential der Lésung ist: 


ip. 10°. + 20.1075 70 .10°° 
2,375 .10-° — 2.0.10-* + 7.0.10-8 


E = 0,011 + 0,08 - log 

== 13 Millivolt. 
Das Potential des Oxyhamoglobin-Methimoglobins, das _ mit 
diesem Farbstoffpotential im Gleichgewicht steht, berechnet sich auf 


13,5 
0,013 = Ey, + 0,06. log 


OF? 


te io 
Ey + 0,013 + 0,048 = + 61 Millivolt. 


In einem anderen Versuch betrug die CO-Kapazitat der Hamo- 
globinlésung (2 ccm) 6,6 Vol.-°%. Die Menge des in der Lésung vor- 
handenen Sauerstoffs war 3,5.10-®Mol O,. Nach zweistiindiger 
Kinwirkung des 90 °, reduzierten Methylenblaugemisches (4,75 . 10-5 Mol) 
betrug die CO-Kapazitaét 5,69 Vol.-%. Das entspricht einem Hamo- 
globingehalt von 90,3°% und einem Methaimoglobingehalt von 9,7 °, 
Das Endpotential der Lésung errechnet sich unter Beriicksichtigung des 
Sauerstoff- und Methamoglobingehdlts auf + 11 — 13 = 2 Millivolt. 
Das Normalpotential der Oxyhamoglobiniiberfiihrung liegt bei — 2 + 5s 

- 56 Millivolt. 

In einer weiteren mit 90°, reduzierten Methylenblaulésung (4,75 
.10-° Mol) vorgenommenen Bestimmung war das Anfangspotential 
+ 11 — 29 18 Millivolt. Der Sauerstoffgehalt der Blutlésung 
betrug 7,0.10-7 Mol O,. Nach Zusatz der Farbstofflésung trat eine 
deutlich erkennbare Blaufarbung des Farbstoffgemisches ein, die etwa 
einem Reduktionsgrad von 80°, zu entsprechen schien. Nach zwei- 
stiindiger Dauer lagen 92,2°,, Hamoglobin und 7,8 %, Methaimoglobin 
vor. Das Endpotential ist : 

4,75 .10-° + 1,4.10~* — 2,8.10~7 
4,275 .10-> — 1,4.10-® + 2,8.10~’ 
= 0,011 — 0,026 - 15 Millivolt, 


E, = —15 +64 = + 49 Millivolt. 


E = + 0,011 +- 0,03 log 


Das dem Methylenblau in seiner Potentialstellung nahestehende 
Gallocyanin ergab bei einer Hamoglobin-CO-Kapazitat der Lésung 
von 6,26 Vol.-°4 und einem Sauerstoffgehalt von 6,7 .10~-® Mol 0, 
nach dreistiindiger Farbstoffeinwirkung (4,75 .10- Mol) eine Hamo- 
globin-CO-Kapazitat von 4,87 Vol.-°%. Das entspricht einem Hamo- 
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ulobingehalt von 77,7 °%, und einem Methamoglobingehalt von 22.3 °,. 
Das Anfangspotential des Farbstoffes (90%, reduziert) ist + 21 — 29 
- — 8 Millivolt. Das Endpotential betragt : 
4.75 .10—-° + 1,34.10—5 — 6,2. 10-7 


E = 0,021 + 0,03 . log ——- - : . 
4,275 .10-° — 1,34. 10-5 + 6,2. 10-7 


= 0,021 — 0,014 = 7 Volt. 


Das Potential, bei dem 50°, des Oxyhimoglobins in Methamoglobin 
iiberfithrt sind (Z,), ist + 7 + 33 = + 40 Millivolt. 


Das Kresylblau zeigt einer Oxyhamoglobinlésung gegeniiber 
eine ganz ahnliche Oxydationswirkung. 4,75.10->Mol Farbstoff 
(90% reduziert), HE = + 47 — 29 +18 Millivolt, fiihrten nach 
3 Stunden in 2cem Oxyhamoglobin (12,87 Vol.-°% Hamoglobin-C O- 
Kapazitat) zu einer CO-Kapazitat von 6,8 Vol.-°%. Das entspricht einem 
Hamoglobingehalt von 53,6°%, und einem Methamoglobinanteil von 
46,4°%. Der Gesamtsauerstoffgehalt der Lésung betrug 1,24 . 10-5 Mol 
Q,. Das Endpotential ist unter Beriicksichtigung der Sauerstoff- und 
entstandenen Methimoglobinmenge -+ 47 — 13 = + 34 Millivolt. Das 
Normalpotential berechnet sich auf: 


46,4 
53,6” 


E, = + 0,034 — 0,06 . log 


E, = 34+3 = +837 Millivolt. 


Bei diesen Berechnungen muBten die autoreduktiven Vorgange 
und der Anteil der Lésung an reduziertem Hamoglobin notgedrungen 
unberiicksichtigt bleiben. Wie hoch diese Faktoren im einzelnen zu 
bemessen sind, laBt sich nicht genauer bestimmen. Beide Einfliisse 
wirken der Uberfiihrung des Oxyhimoglobins in Methaimoglobin ent- 
gegen. Die Bestimmung des Methamoglobinanteils beschrankte sich 
auf einen einzigen Zeitpunkt. Sie wurde nach ein- bis dreistiindiger 
Reaktionsdauer vorgenommen. Ob bei den Untersuchungen tatsachlich 
der maximale Methamoglobingehalt der Lésung erfaBt wurde, labt 
sich nicht kontrollieren. Die Methode gestattet insofern einen end- 
giiltigen Einblick in die Oxydationsverhaltnisse von Oxyhamoglobin 
in Methamoglobin nicht. Infolge dieser Ungenauigkeit ist anzunehmen, 
daB der bei den Untersuchungen gefundene negativste /,-Wert den 
tatsichlichen Verhaltnissen am meisten entspricht. Hine 50 °,age Uber- 
fiihrung von Oxyhdmoglobin in Methimoglobin ist hiernach bei etwa 
+ 37 Millivolt zu vermuten. Die Methimoglobinbildung aus Oxyhamo- 
globin liegt also in einem erheblich negativeren Potentialbereich als die 
Uberfiihrung von reduziertem Hamoglobin, deren Normalpotential bei 
- 211 Millivolt gemessen wurde. 
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Bei Farbstoffen mit héherem Normalpotential ist aus Oxyham. 
globin eine nahezu vollstandige Methamoglobinbildung zu erwarte) 
Untersuchungen mit Toluylenblau, mit Dichlorphenolindophenol, Bind 
schedlers Griin und Phenolblau fiihrten jedoch héchstens zu einen 
50 bis 60° igen Methimoglobingehalt und dementsprechend zu sel 
hohen Werten fiir /,, die mit der Einwirkung von Farbstoffen niedrige, 
Potentials (Methylenblau, Gallocyanin, Kresvlblau) nicht  tiberein 
stimmten. Die unvollstandige Methamoglobinbildung ist vermutlic! 
auf die Bildung von reduziertem Hamoglobin und anderen Einfliissen 
zuriickzufiihren. Diese Versuchsfehler fallen bei Farbstoffen mit niedri 
gem Potential, die nur eine teilweise Methaimoglobinbildung erwarten 
lassen, rechnerisch weniger ins Gewicht als bei solchen mit héherem 


Potential, die eine nahezu vollstindige Uberfiihrung in Methimoglobin 


bewirken miiBten. 

Warburg glaubt, daB das Methylenblau, welches einer Oxyhamo- 
globinlésung zugesetzt wird, mit dem sauerstofffreien Teil der Blut 
lisung reagiere. Untersuchungen iiber die Bildung von Methamoglobin 
bei Abwesenheit von Sauerstoff oder anderen Gasen, die von Hamoglobin 
gebunden werden kénnen, welche diese Auffassung beweisen kénnten, 
werden von ihm und seinen Mitarbeitern jedoch nicht vorgenommen 
Die Methamoglobinbildung wird bei fehlendem Sauerstoff in CO 
Atmosphare durchgefiihrt. Hierbei erhielt Warburg kein Methaimoglobin. 
weil, wie er annimmt, ,,die Konzentration an freiem Hamoglobin in 
Kohlenoxyd viel kleiner ist als in Sauerstoff*. Aus diesem Grunde 
werde die Methimoglobinbildung ,,gehemmt‘’. Wurde den Lésungen 
jedoch Blausdure zugesetzt, dann trat auch in sauerstofffreier, CO- 
haltiger Atmosphire die Bildung von Methamoglobin auf, weil, wie 
Warburg annimmt, ,,die Blausiure mit dem freien Hamoglobin nicht 
merklich reagiert, wohl aber mit dem Meth&moglobin eine feste Ver- 
bindung eingeht‘*. Infolgedessen werde das Gleichgewicht bei Blau- 
siureanwesenheit im Sinne der Methamoglobinbildung verschoben. 

Demgegeniiber aber erklart sich die Hemmung der Methimoglobin 
bildung in Anwesenheit von CO aus der verschiedenen Starke de! 
Oxydationspotentiale, die die einzelnen Hamoglobinverbindungen zu 
ihrer Uberfiihrung in Methimoglobin benétigen. Bei reduziertem 
Hamoglobin, bei CO-Hamoglobin und NO-Hamoglobin erfordert clic 
Uberfiihrung in Methamoglobin eine jeweils andere, fiir die einzelnen 
Hamoglobinderivate charakteristische Oxydationsstirke. Das gleiche 
gilt auch fiir die Reduzierbarkeit der verschiedenen Methamoglobin 
derivate. In cyanhaltiger Lésung wirkt das Methylenblau methamo- 
globinbildend, weil der Ubergang von Hamoglobin in Cyanhamoglobin 
sich in stark negativem Potentialbereich abspielt. Dieser Potential 
bereich ist negativer als die Potentialstellung des Methylenblaus. Ich 
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werde auf die Oxydierbarkeit bzw. Reduzierbarkeit der einzelnen 
Hamoglobin-Methamoglobinverbindungen im Laufe dieser Arbeit noch 
naiher eingehen. Fiir den Reaktionsverlauf der Warburgschen Unter- 
suchungen ist die Beriicksichtigung der Redoxstellung der von ihm 
untersuchten Vorginge von ausschlaggebender Bedeutung. Von 
diesem Gesichtspunkt aus finden die von ihm durchgefiihrten Atmungs- 
versuche ihre Erklarung. 

Das verschiedene Verhalten von Hamoglobin und Oxyhaimoglobin 
vegeniiber Oxydationsmitteln macht es verstandlich, warum ein Teil 
der als Methimoglobinbildner bekannten Stoffe nur in Anwesenheit 
von Sauerstoff wirksam ist, andere Substanzen dagegen auch den 
reduzierten Blutfarbstoff in Methamoglobin zu tiberfiihren vermégen. 
Liegt das Potential der Lésung bei + 211 Millivolt, dann wird reduziertes 
Hamoglobin zur Halfte in Methamoglobin iiberfiihrt. Stoffe von derartig 
positivem Potential gelten gemeinhin als ,,Oxydationsmittel. Zu 
ihnen gehéren u.a. die Permanganate, die Chlorate und die Ferri- 
cyanide. 

Ist in der Lésung dagegen Sauerstoff und dementsprechend Oxy- 
hamoglobin vorhanden, wirken schon Substanzen von -- 37 Millivolt 
50 %ig methamoglobinbildend. Mittel von dieser Potentiallage besitzen 
im allgemeinen reduzierende Eigenschaften und sind als ,,Reduktions- 
mittel’* bekannt. Zu diesen Substanzen gehéren u. a. das Hydrochinon, 


das Hydroxylamin, das Resorzin, der Arsenwasserstoff und Phosphor- 
wasserstoff. Durch Sauerstoffaufnahme bzw. Abgabe von Wasserstoff 
werden diese Substanzen zum Teil in ihre Oxydationsstufen tiber- 
fiihrt. Sie bilden mit ihren Reduktionsstufen reversible Redoxsysteme, 
deren Potentiale sich nach der fiir reversible Gemische geltenden Glei- 


chung bestimmen. Heubner bezeichnet diesen Vorgang als ,,intermediare 
Sauerstoffaufnahme, durch die die Reduktionsmittel oxydative Eigen- 
schaften erlangen* sollen. Fiir das Chinon-Hydrochinonsystem ist die 
reversible Redoxnatur sichergestellt und genauer gemessen worden. 
Fiir viele andere Stoffe ist ein reversibles Verhalten anzunehmen. Fiir 
die Reaktionsweise des Arsen- und Phosphorwasserstoffs und vieler 
anderer Substanzen fehlt uns bisher der nihere Einblick. 

Substanzen, die nur im lebenden Organismus Methamoglobin zu 
bilden vermégen, werden im Innern des Korpers offenbar zu Stoff- 
wechselprodukten abgebaut, deren Oxydationspotential in das Potential- 
gebiet der Oxyhamoglobin-Methamoglobiniiberfiihrung hineinreicht. 
Kinige Methamoglobinbildner sind nicht in der Lage, die Zellmembran 
der roten Blutkérperchen zu durchdringen und intracellular Met 
hamoglobin zu bilden. Zu diesen Substanzen gehéren beispielsweise 
die Ferricyanide. Auch das CN-Radikal vermag die Zellmembran nicht 
zu durchdringen. Im lebenden Organismus scheint das Oxyhimoglobin 
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hiernach durch eine elektive Membrandurchlassigkeit geschiitzt zu 
werden. Welches Potentialniveau im Innern der roten Blutkérperche: 


vorliegt, wissen wir nicht. Es mu so negativ sein, daB unte: 
physiologischen Umstanden Methamoglobin nicht in meBbaren Mengen 
entstehen kann. Auer dem Schutz, den die Zellmembran_bietet 
bestehen die weiteren AbwehrmaBnahmen des Organismus offenbar in 
Reduktion und Ausscheidung der methamoglebinbildenden Substanzen 


5. Die Reduktion von Methimoglobin in sauerstoffhaltigen Liésungen. 


Die bei der Reduktion des Methamoglobins in sauerstoffhaltigen 
Lésungen spektroskopisch sichtbaren Vorgénge sind seit langerem Gegen 
stand eingehender Untersuchungen gewesen. Jdderholm beschreibt 1877 
erstmalig, daB bei der Reduktion des Methimoglobins zunichst das Spek 
trum des Oxyhaimoglobins auftreten soll. Erst bei weiterer Reduktion sol! 
aus diesem ,,Oxyhamoglobin‘’ das reduzierte Hamoglobin  entstehen 
Jdderholm glaubt aus dem Auftreten dieses Spektrums Riickschliisse aus 
die Konstitution des Methamoglobins ziehen zu kénnen. Er betrachtet 
das Methaimoglobin als eine ,,Peroxydverbindung** des Hiimoglobins. Bei 
der Reduktion soll aus diesem Peroxyd zunichst ein Sauerstoffatom ab 
gespalten werden und hierdurch das Oxyhaimoglobin entstehen. Bei weitere: 
Reduktion wird nach seiner Ansicht der gesamte Sauerstoff entfernt und 
es tritt dementsprechend das Spektrum des reduzierten Hamoglobins als 
bleibender Kérper in Erscheinung. Hoppe-Seyler hat sich dieser Auf 
fassung nicht angeschlossen. Er konnte sich (1882) nicht davon iiber 
zeugen, daB bei der Reduktion des Methaimoglobins das Spektrum des 
Oxyhamoglobins iiberhaupt auftritt:’ In den folgenden Jahren (1884) hat 
sich Jdderholm erneut dieser Fiage zugewendet. In der Deutung des vei 
meintlichen Oxyhamoglobinspektrums ist er unsicherer geworden und e1 
vermag nicht endgiiltig zu entscheiden, ob es sich bei dem Zwischenprodukt 
um ,,Oxyhamoglobin‘t oder um das Spektrum des ,,alkalischen Methimo 


“cc 


globins‘* handelt. 

Wenn man die Reduktion von Methamoglobin durch Einleiten von 
Wasserstoff in Anwesenheit von Platinasbesf in einem offenen Gefai 
vornimmt, so verschwindet der Rotschatten des Methimoglobins etwa 
innerhalb 10 Minuten. Die Lésung ist nach dieser Zeit rot-braunlich 
und zeigt an den Stellen der beiden Oxyhimoglobinschatten (bei 576 
und 541 mu) zwei matt konturierte Schatten, die im Griin liegen. Bei 
weiterer Durchstrémung mit Wasserstoff entsteht in zunehmendem 
MaBe das Spektrum des reduzierten Himoglobins. Das Potential der 
Lésung wird bei der Reduktion mit Wasserstoff in Anwesenheit von 
Platinasbest von dem anfianglich positiven Niveau des Methamoglobins 
zu immer negativeren Stufen gefiihrt, bis schlieBlich das Wasserstoff- 
potential von — 420 Millivolt erreicht wird. 

Das Auffallige in dem Verhalten des Methamoglobins bei der 
Reduktion ist, daB das Spektrum zunachst zweistreifig, oxyhamoglobin- 
ahnlich aussieht und daB® erst bei weiterer Wasserstoffdurchstrémung, 
d.h. bei negativerem Potential, das Spektrum des reduzierten Hamo- 
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globins auftritt. Dieses zweistreifige Spektrum tritt auch bei vorsichtiger 
Anwendung der gebrauchlichsten Reduktionsmittel bei Anwesenheit 
von Sauerstoff deutlich in Erscheinung. Die Deutung des zuniachst auf- 
tretenden zweistreifigen Zwischenproduktes ist seit den Jdderholmschen 
Untersuchungen nicht eingehender bearbeitet worden. Das Produkt 
wird von einem Teil der Autoren, die es in Handen hatten, als ,,Oxy- 
haimoglobin‘‘, von anderen als ,,alkalisches Methimoglobin“ gedeutet. 
Die Untersuchungen beschranken sich stets nur auf die spektroskopische 
Beobachtung. Messungen der Lichtabsorption oder potentiometrische 
Untersuchungen, die die Erkenntnis férdern kénnten, fehlen. Mit 
mehr oder weniger groBer Sicherheit wird von den einen die eine Deutung 
als richtig und von den anderen als ,,irrtiimlich** bezeichnet. 


6. Spektroskopische Untersuchungen iiber die bei der Reduktion des Methimo- 
globins in Anwesenbeit von Sauerstoff auftretende Lichtabsorption. 

Die von mir verwendeten Farbstofflésungen sind in starker Ver- 
diinnung (1 cem = 10~® Mol), zumal wenn sie nur zum Teil in oxy- 
dierter, gefarbter Form vorliegen, fiir Licht so weit durchlassig, dah 
man neben der durch den Farbstoff bedingten Lichtausléschung das 
Spektrum eines anderen Licht absorbierenden Kérpers, der sich in 
der Lésung befindet (Himoglobin, Oxyhamoglobin oder Methamoglobin), 
bei einiger Ubung gut erkennen kann. Auf diese Weise ist es méglich, 
den Reduktionsverlauf einer Methamoglobinlésung bei einem bestimmten, 
durch das Farbstoffgemisch gegebenen Potential spektroskopisch zu 
verfolgen. Die Farbstofflésungen wurden gegeniiber dem Methamo- 
globin im Uberschu8B verwendet. Sie waren dementsprechend potential- 
bestimmend. 

Die spektroskopischen Untersuchungen wurden in der fiir die 
Herstellung der Farbstoff-Leukofarbstoffgemische angegebenen Appa- 
ratur vorgenommen, in die ein drittes ReduktionsgefiB, das die Met- 
hamoglobinlésung enthielt, eingeschaltet wurde. Der Wasserstoff 
reduzierte, wie das auch fiir die Herstellung der Farbstoffe gilt, den mit 
Platinasbest beschickten Teil zur Leukoverbindung. Die Durch- 
bohrungen des GefaBes, in dem die mit Phosphatpuffergemisch py == 7,0 
versetzte Methamoglobinlésung sich befand, reichte nicht in die Flissig- 
keit hinein. Der durchgeleitete Stickstoff entfernte auf diese Weise 
lediglich die Luft oberhalb des Fliissigkeitsspiegels. Die Methamo- 
globinlésung selbst blieb sauerstoffhaltig. Der Stickstoff, der das 
MethamoglobingefaifS passierte, wurde durch den gefirbten Teil des 
Farbstoffs geleitet und dann mit dem aus dem Leukofarbstoff kommen- 
den Wasserstoff gemeinsam unter Wasser abgeleitet. War die Ent- 
firbung des Farbstoffs eingetreten, so wurde der iiberschiissige Wasser- 
stoff bei entsprechender Hahnstellung aus der Leukobase durch Stick- 
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P . Farbstoft- 
4cem Methimoglobinlésung, py 7,0 (4—6. 10-7 Mol) potential ctoet 
+ 6cem Farbstoffgemisch (5 . 10-6 Mol) Millivolt 


6cem Wasser l= (2 
Bindschedlers Griin, 50% reduziert +. 224 - II 
Phenolblau, 75 % reduziert |. 213 Il 
Dichlorphenolindophenol, 70% reduziert ... + 206 i | 
Phenolblauchlorid, etwa 95% reduziert .... + 189 II 
Guajakindodibrom phenol, 15° reduziert .. +. 182 Il 
Kresolindodichlorphenol, 50°, reduziert.... 181 LI 
Guajakindodibromphenol, 30% reduziert... + 170 Il 
Kresolindodichlorphenol, 70% reduziert.... |. 170 (1) Il 
Guajakindodibromphenol, 50% reduziert.. . +. 159 (1) I 
Guajakindodibromphenol, 70%, reduziert... + 148 (1) U 
Kresolindodichlorphenol, etwa 95 % reduziert + 143 (I) I (1) I 
Guajakindodibromphenol, 85 °% reduziert.. . 136 ((I)) II ((1)) 1 


Guajakindodibromphenol, etwa 95° reduziert +- 12 ((I)) U ((1)) Ul 
Toluylenblau, 50%, reduziert..... { ((I)) II ((1)) H 
Toluylenblau, etwa 95 °% reduziert + 7 ((1)) TL = 1 
Kresylblau, 50% reduziert + Il < Ill reduziert( 
Hamog 
Methylenblau, 85 % reduziert 2 reduziertes 
Hamoglobin 


Indigotrisulfonat, 85°, reduziert - reduziertes 
Hamoglobin 


stoff vertrieben. Der entfarbte Teil des Farbstoffs wurde zu dem ge- 
farbten iiberfiihrt, hier griindlich durchmischt und nach kurzem Ab 


warten in die Methamoglobinlésung heriibergetrieben. Das Gefals 
wurde durch Wenden des Hahnes um 90° geschlossen, in Wasser von 
- 20° gesenkt, zeitweise geschiittelt und bei geeigneter Beleuchtung 
in Zeitabstinden spektroskopisch untersucht. Die Farbstofflésungen 
(6 cem) enthielten 6 .10-® Mol Farbstoff. Die Methaimoglobinlésungen 

enthielten 4.10-7 bis 6. 10-7 Mol. 
Die Ergebnisse dieser Beobachtung sind in der Tabelle X wieder 


gegeben. I bezeichnet den Methaimoglobinschatten, IT und IIT die 
Lichtausléschung im Griin. Die Klammern orientieren iiber die Starke 
der Absorption der einzelnen Schatten. Beimengungen von reduziertem 
Hamoglobin kennzeichnen sich durch eine Verstarkung der dritten im 
Griin liegenden Absorption (II ~~ III). Nach abgeschlossener Beoh 
achtung wurde der Inhalt des GefaBes mit Luft geschiittelt. Bei Vor 
liegen von reduziertem Hamoglobin ergibt sich eine Verstarkung de: 
beiden Oxyhaimoglobinschatten. Das durch das Mischungsverhaltnis 
gegebene Anfangspotential der Farbstofflésungen ist angegeben. Das 
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Nach 30 Min. Nach 1 Std. Nach 2—3 Std. Nach 12 Std. Nach 24 Std 


1 (iI 11) I (11 LI1) I (il IL1) 
L< i il} i<Il Hi} t< =I) ] I] Il (f) < il Il 
(1) Il Il (ju Ill (i) Il Ill (1) Il II] Il III 
(1) Il Il (1) Il Ill (1) I lil II II] II II 
(HDU=T}) (Hw Ill (I) II Tit ((1)) Il 1 
(I)IL=IIL' (11 II (1) I Tit ((1)) 1 il 
(I) 11 Il (1) Il Il (I) Il LI (1) II III 
((1)) I Il | ((1)) I TIT ((1)) i WI ((1)) Il [Il 
((1)) Tl IIT | ((0)) Ul Tt ((1)) 1 = il I] Ill Il < Ill 
((1)) I IIL | ((1)) 1 HiT ((1)) i Ii II Ill reduziertes 
Hamoglobin 
((1)) If < UT) ((1)) WT < Wl 
((1L)) I=) ((1)) UW < TW 
Il < Ul II Ill 


((1)) U1 < I 
((1)) If < Il 


reduziertes 


bes Fe 
Il < Il 


verwaschen 
LE = FEZ 

verwaschen 
II Il 


verwaschen 


Hamoglobin 
reduziertes 
Hamoglobin 
reduziertes 
Hamoglobin 


reduziertes 
Hamoglobin 


nach erfolgter Reduktion des Methamoglobins sich einstellende End- 
potential ist rechnerisch nicht genauer zu bestimmen, da die in der 
Lésung vorhandene Sauerstoffmenge nicht bekannt und auch die Menge 
des in Haimoglobin iiberfiihrten Methamoglobins und die autoreduktiven 
Prozesse, die sich einstellen, nicht genauer bestimmbar sind. 

Die Untersuchungen zeigen, da sich bei den Farbstoffgemischen 
schon nach kiirzerer Zeit, meist nach etwa 15 Minuten, ein Gleich- 
gewicht in der Reduktion des Methimoglobins einstellt, das dem vor- 
liegenden Farbstoffpotential zu entsprechen scheint. Die Beschwerung 
des Systems durch die Farbstoffmenge erhalt das Gleichgewicht tiber 
einige Zeit koustant. In der Zeit von 15 Minuten bis zu 1 Stunde und 
auch langer ist in den Versuchen eine wesentliche Anderung im spektro- 


skopischen Verhalten der Lésungen nicht zu beobachten. Nach dieser 
Zeit, gew6hnlich aber erst nach 12 Stunden, zeigt sich eine weiter- 


gehende Reduktion, die den , autoreduktiven‘‘ Vorgangen zuzuschreiben 
ist, durch die der zugefiigte Farbstoff allmahlich entfarbt wird. 

Wenn man die in der Tabelle X nach 15 Minuten bis | Stunde vor- 
liegenden spektroskopischen Erscheinungen miteinander vergleicht, so 
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ergeben sich im wesentlichen die von dem angewandten Farbstoffgemisc|, 
ausgelésten Reduktionsstufen des Methamoglobins. In héheren Poten 
tialbereichen ist das Spektrum dreistreifig. Es besteht aus Methamo 
globin und zwei Absorptionen im Griin, die an der Stelle des Ox, 
haimoglobins liegen. In den in der Tabelle X angefiihrten mittleren 
Potentialabschnitten ist das Spektrum in der Hauptsache zweistreifig 
Der Rotschatten des Methamoglobins ist nur angedeutet vorhanden 
Das Spektrum wird schlieBlich zweistreifig, wie Oxyhamoglobin, jedoc! 
weicher und matter konturiert. Die negativen Farbstoffgemische redu 
zieren in kiirzester Zeit bis zum reduzierten Hamoglobin. Die Versuchs 
anordnung lat im Prinzip den gleichen Vorgang, wie er bei der Reduktion 
des Methamoglobins mit Wasserstoff oder jedem anderen Reduktions- 
mittel in Erscheinung tritt, erkennen, mit dem Unterschied, daB hier 
die einzelnen Phasen der Reduktion, dem jeweiligen Potentialbereich 
entsprechend, getrennt vorliegen. Das Bemerkenswerte ist die Ab 
hangigkeit des Spektrums von dem jeweiligen Reduktionsgrade der 
Lésung. Im _ positiveren Potentialbereich zeigt sich das reine Met- 
hamoglobinspektrum. In negativeren Abschnitten treten neben der 
Xotverschattung zwei Schatten im Griin auf, die bei noch negativerer 
Potentialeinstellung das Spektrum immer mehr beherrschen und 
schlieBlich die allein erkennbare Absorption darstellen. Das zwei 
streifige Spektrum hat seine Maxima an der Stelle des Oxyhamoglobins 
Es ist, verglichen mit dem Oxyhamoglobin, weich und weniger hart 
konturiert. In den negativeren Potentialbereichen von Kresylblau 
und Methylenblau wird das Methaimoglobin trotz Anwesenheit von 
Sauerstoff in kiirzester Zeit zu dem einstreifigen Hamoglobinspektrum 
reduziert. 

Die weitgehende Ubereinstimmung des zweistreifigen Zwischen 
produktes mit dem Oxyhamoglobin laBt vermuten, daB es sich bei 
diesem Spektrum um eine Verbindung des bei der Reduktion ent- 
standenen Hamoglobins mit dem in der Lésung befindlichen Sauerstoff 
handelt. Sollte diese Vermutung, die mir gegeniiber Professor (rass- 
mann ausgesprochen hat, richtig sein, dann miiBte der Sauerstoff bei 
einem Potential, das zur Reduktion oder teilweisen Reduktion des Met 
hamoglobins ausreicht, noch die Fahigkeit besitzen, mit dem Hamoglobin 
eine Verbindung einzugehen, die erst bei negativerem Potential reduziert 
wird. 


7. Untersuchungen tiber die Potentialstellung des Oxyhimoglobin-Himo- 
globin-Systems. 


Haimoglobin und Oxyhaimoglobin sind als ein reversibles Redox 
system aufzufassen. Das Schema des Vorganges ist 


Hamoglobin + O, 2 O,-Hamoglobin. 
»<Y, 
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Eine Valenzainderung findet nach dem Stande unseres Wissens bei der 
(xydation nicht statt. Irgendein Elektronentransport, der auf eine Elek- 
‘rode einen potentialbestimmenden EinfluB ausiiben kénnte, besteht nach 
jen Untersuchungen von Conant nicht. Zur potenticmetrischen Unter- 
suechung der Redoxstellung sind daher die sonst iiblichen elektrometrischen 
Verfahren ngeeignet. 

Ich habe versucht, die ungefahre Stellung dieses Systems mit Hilfe 
von Farbstoffindikatoren zu ermitteln. Eine vom Serum befreite und 
hamolysierte frische menschliche Blutlésung (py = 7,0) wurde mit 
Wasser soweit verdiinnt, daB die beiden Oxyhamoglobinschatten bei 
der gewahlten Beleuchtung, Schicht und Spaltbreite als intensive 
Absorption erschienen. Die Blutlésung wurde mit einem der von mir 
benutzten in Tabelle I angefiihrten Farbstoffe bis zur deutlichen Farbung 
oder spektroskopisch erkennbaren Farbstoffabsorption versetzt. Die 
Losung wurde in der Kammer des van Slykeschen Apparates mit einer 
sehr stark verdiinnten Natriumhydrosulfitlésung, die in den Trichter 
eingefiihrt wurde, langsam und stufenweise reduziert. Das Niveau- 
gefaB wurde auf 760 mm Barometerstand gehoben. Es wurde darauf 
geachtet, ob bei vorsichtiger Reduktion zuerst die zugefiigte Farbstoff- 
lésung entfarbt oder ob zuerst das Oxyhamoglobin reduziert wurde. 
Solange der Farbstoff und das Oxyhamoglobin dem Na, 8,0, gegeniiber 
im UberschuB vorliegen, wird das Potential von ihnen bestimmt. Durch 
Zusatz von Na, 8,0, erfolgt eine langsame und stufenweise Senkung des 
Potentials. Liegt die Reduzierbarkeit des Farbstoffes in einem positiveren 
Potentialabschnitt als die Reduktion des Oxyhaimoglobins, dann erfolgt 
zunachst die Entfarbung des Farbstoffes. Erst wenn der gesamte 
Farbstoff in seine Leukoform iiberfiihrt ist, springt das Potential auf 
das tieferliegende Oxyhaimoglobin tiber. Ist schlieBlich auch der 
gesamte Blutfarbstoff in reduziertes Hamoglobin itiberfiihrt, erfolgt. 
wenn nicht noch weitere reduzierbare Substanzen in der Lésung vor- 
liegen, die endgiiltig durch Na,S8,O, gegebene stark negative Potential- 
stellung, die nur das reduzierte Hamoglobinspektrum zeigt. 

Durch langsame Sauerstoffzufuhr kann man den Vorgang riick- 
laufig verfolgen. Es erfolgt, wenn die Oxydation des reduzierten Hiamo- 
globins negativer liegt als die Oxydierbarkeit des Leukofarbstoffs 
zunachst die Bildung von Oxvhaimoglobin und erst wenn der gesamte 
Blutfarbstoff in Oxyhamoglobin iiberfiihrt ist, wird der Farbstoff 
oxydiert und die Lésung entsprechend gefirbt. Nimmt man die Unter- 
suchungen mit Farbstoffen verschiedenen £,-Wertes vor, so laBt sich 
die ungefaihre Stellung des Hamoglobin-Oxyhamoglobinsystems er- 
mitteln. Hierbei ist zu beachten, daB die Farbe eines 50- bis 60 ig 
reduzierten Farbstoffs von der 100°%,igen Oxydationsstufe nicht 
verschieden ist und daB ein Farbstoff von 95°,igem Reduktionsgrad 


vollig entfirbt erscheint. Sein Potential ist EH = HF, -- 29 Millivolt. 


“0 
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Es ergaben sich die Unter- 
suchungsergebnisse der Ta- 
belle XI. 

Die Reduktion bzw. die 
Oxydation von frisch ent- 


Potential 


Himoglobin 
Oxyhimoglobin 
Millivolt 


nommenem menschlichem 
Blut findet hiernach im Be- 
reich des Potentials des Tolu- 
ylenblaus statt. Der Schatten 
des Oxyhaimoglobins ist bei 
50°%iger Farbstoffreduktion 
(E = + 115 Millivolt) noch 
in scheinbar unveranderter 
Starke vorhanden. Erst bei 
80°%iger Farbstoffreduktion 
(E = + 97 Millivolt) zeigt 
das Spektrum die Absorption 
eines Mischblutes aus Oxy- 


spiiter 


Farbung 


-+ O,-Hamoglobin 
dasselbe 


+ Sauerstoff 


-Hamoglobin 


0, 


hamoglobin und reduziertem 
Hamoglobin. Bei vé6lliger 
Farbstoffentfarbung (2 

86 Millivolt) ist das Spektrum 
des Blutfarbstoffs das des re- 


Potential 


| Oxyhiimoglobin 
Himoglobin 
Millivolt 


oO 
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duzierten Hamoglobins. 
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Methimoglobin in  sauerstoff- 
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Die in stark positivem 
Potentialbereich liegende 
Uberfiihrung von Methimo- 
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die erhebliche negativere Re- 
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doxstellung des Oxyhiamo- 
globin- Hamoglobinsystems 
machen es verstandlich, daB 
bei der Reduktion des Met- 
hamoglobins in sauerstoff- 


Millivolt 


181 Millivolt 


Dichlorphenolindo- 
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haltiger Lésung Oxyhamo- 
globin auftreten kann. Ein 
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Lage, das Methamoglobin zu 50° in Hamoglobin zu iiberfiihren. Diese. 
Potential ist aber nicht negativ genug, um die Bindung des ent 
standenen Himoglobins mit dem Sauerstoff zu verhindern, desse) 
Reduktion sich erst im Potentialbereich des Toluylenblaus vollzieht 

DaB bei der Reduktion in sauerstoffhaltiger Lésung Oxyhaimoglobin 
entsteht, laBt sich durch gasanalytische Untersuchungen nachweisen 
Wenn man eine sauerstoffhaltige Methamoglobinlésung mit einem 
Farbstoff-Leukofarbstoffgemisch versetzt, dann kann der in Lésung 
befindliche Sauerstoff entweder zur Dehydrierung des Leukofarbstoff 
anteils verwendet oder von dem durch die Reduktion entstandenen 
Hamoglobin zur Bildung von Oxyhamoglobin verbraucht werden. Ist 
er an das Hamoglobin gebunden, wird er durch spiteren Zusatz von 
Ferricyanid in Freiheit gesetzt und ist gasanalytisch erfaBbar. Ist er 
zur Farbstoffoxydation verbraucht, entzieht er sich der manometrischen 
Bestimmung. Nimmt man die Untersuchungen unter sonst gleich- 
liegenden Bedingungen mit Farbstoff-Leukofarbstoffgemischen ver 
schiedener Potentialstellung vor, dann laBt sich auf diese Weise ein 
Einblick in die Bildung von Oxyhamoglobin gewinnen. 

Zu 4,5 cem Farbstoffgemisch, die unter stets gleichen Bedingungen 
zuvor evakuiert waren, wurden in die Kammer des van Slykeschen 
Apparates 2 ccm einer lufthaltigen Methamoglobinlésung gegeben. Die 
Reduktion erfolgte bei gehobenem NiveaugefiB bei etwa 760 mm Hg. 
Nach 20 Minuten wurde die Lésung mit 0,5 ccm konzentrierter Ferri 
cyanidlésung versetzt und evakuiert. Der Gasgehalt wurde nach 
Absorption der Kohlensiure gemessen. Er besteht aus wechselnden 
Mengen Sauerstoff und einer stets gleichbleibenden Menge der iibrigen 
Gase, vorziiglich Stickstoff. In Lésung waren 4,5. 10-5 Mol Farbstoff 
und 0,75.10-® Mol O,. Das Methimoglobin war 1,15. 10-® Mol-°%,. 
Das Endpotential der Farbstofflésungen ist unter Beriicksichtigung 
der zur Oxydation des Leukofarbstoffs verwendeten Sauerstoffmenge 
berechnet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tabelle XT] 
angegeben. 

In den negativen Potentialbereichen des  Indigodisulfonats 
(-— 141 Millivolt) und Methylenblau (— 14 bis 15 Millivolt) ergibt sich 
ein gleichbleibend niedriger Gasgehalt, der vor allem aus Stickstoff 
Resten von Wasserstoff und Spuren von Sauerstoff, die durch das 
Ferricyanid in die Lésung eingeschleppt sind, besteht. Bei dem negativen 
Potential ist die Hauptmenge des Sauerstoffs zur Dehydrierung des 
Leukofarbstoffs verwendet worden. Das Spektrum, das sich bei 
diesen Untersuchungen zeigt, ist das des reduzierten Hamoglobins. Im 
Bereich des Toluylenblaus (-+- 89, + 94, + 99, + 103, + 1069, + 116 
und + 125 Millivolt) zeigt sich ein zunehmender Gasgehalt, der durch 
die Sauerstoffmengen, die an das Himoglobin gebunden waren, erhéht 
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Tabelle XII. 





| Endpotential 


Vol.-0 
Millivolt ee 


4,5 cem Indigodisulfonat, 80% reduziert + 2 cem 
Methimoglobin + 0,5 cem Ferricyanid 


5 cem Methylenblau, 90 % reduziert + 
Methaémoglobin + 0,5 ccm Ferricyanid 


T 


cem Methylenblau, 80 % reduziert 
Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid 


cem Toluylenblau, 90 % reduziert + 2 
Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid 


5cem Toluvlenblau, 85 % reduziert + ‘ 
Methaémoglobin + 0,5 ccm Ferricyanid + § 1,86 


eem Toluylenblau, 80% reduziert + 2 

Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid .... .. ++ 1,97 

ecm Toluylenblau, 75 % reduziert 4 

Methaimoglobin + 0,5 cem Ferricyanid 1,96 

ecm Toluylenblau, 65% reduziert +- ¢ 

Methaémoglobin + 0,5 ccm Ferricyanid 2,04 

cem Toluylenblau, 50 % reduziert + ‘ 

Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid j 2,18 

cem Toluylenblau, 35% reduziert + 2 

Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid + 125 2,17 
5 cem Toluylendiaminindophenol, 50°, reduziert 

L 2cem Methémoglobin + 0,5 cem Ferricyanid + 12 2,06 

cem Dichlorphenolindophenol, 90 °% reduziert 

- 2cem Methamoglobin + 0,5 ecm Ferricyanid + 191 2,04 
5 cem Phenolblau, 90 % reduziert + 2 cem Met- 

himoglobin + 0,5 cem Ferricyanid + 201 2,04 


cem Dichlorphenolindophenol, 75 °% reduziert 
+- 2cem Methamoglobin + 0,5 cem Ferricyanid + 204 2,01 


ist. Der Potentialbereich stimmt mit den in dem vorigen Abschnitt 
beschriebenen spektroskopischen Untersuchungen gut tiberein. Der 
maximale Oxyhamoglobingehalt liegt in der Gegend des Normal- 
farbstoffpotentials bei etwa 115 Millivolt. In den positiveren Potentialen 


des Toluvlendiaminindophenols, des Dichlorphenolindophenols und des 


Phenolblaus wird das Methaimoglobin nur zum Teil in Hamoglobin 
reduziert. Die Sauerstoffwerte sind entsprechend gering. 

Die Ergebnisse lassen sich fiir die rechnerische Darstellung des 
Oxyhamoglobin-Haimoglobinsystems nicht genauer auswerten. Das 
Gleichgewicht, das sich nach 20 Minuten Reduktionsdauer einstellt und 
gemessen wird, ist kein endgiiltiges. Das Oxyhamoglobin kann durch 
das Farbstoffpotential des Toluylenblaus in Methamoglobin reoxydiert 
werden. Der 50°ige Ubergang von Oxvhaimoglobin in Methimoglobin 
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wurde bei etwa -+- 37 Millivolt gemessen. Die Reoxydation verlauft mit 
geringer Geschwindigkeit. Ihr stehen die autoreduktiven Vorgane. 
entgegen. Nach einigem Abwarten erlangen diese das Ubergewicht 
Sie kénnen das Potential so weit senken, daB schlieBlich samtliches 
Oxyhamoglobin in reduziertes Hamoglobin verwandelt wird. 

Die Reduktion des entstandenen Oxyhaimoglobins vollzieht sich 
nach diesen Untersuchungen in einem recht eng umgrenzten Potentia! 
bereich. Bei + 116 Millivolt ist der Oxyhamoglobingehalt maximal 
Bei + 89 Millivolt sind nur noch unbedeutende Mengen von Oxyhamo 
globin in Lésung. Diese Erscheinung deckt sich mit der spektroskoyi 
schen Beobachtung des Reduktionsvorganges in Anwesenheit eines 
Farbstoffindikators. Die 50%ige Uberfiihrung von Oxyhimoglobin in 
Hdmoglobin ist hiernach ber etwa 102 Millivolt zu vermuten. 

Als erwiesen darf die Tatsache gelten, da} das bei der Reduktion 
entstandene Hiaimoglobin eine Bindung mit dem in der Lésung vor 
liegenden Sauerstoff eingeht, die das Spektrum zweistreifig gestaltet 
und die erst bei negativerem Potential reduziert wird. Die Reduktion 
des Methamoglobins durchlauft in sauerstoffhaltiger Lésung bei negative: 
werdendem Potential drei verschiedene Phasen: 


I. Methimoglobin — Hamoglobin (£, = +- 211). 
If. Hamoglobin + O, + O,-Hamoglobin | E£, = etwa ~- 102 Milli- 


III. O,-Haimoglobin — Hamoglobin + O, | volt. 


Wird das Potential dagegen in dem positiven Bereich, in dem das 
Oxyhamoglobin als Zwischenprodukt auftritt, konstant erhalten ode 
sogar erhéht, dann erfolgt nach einiger Zeit erneut die Uberfiihrung in 
Methamoglobin. Dieser Vorgang verliuft mit verminderter Geschwindig. 
keit. Der Reduktionsverlauf zeigt in solchen Fallen zunachst das zwei- 
streifige Zwischenprodukt und nach lingerem Abwarten wiederum das 
Methaimoglobinspektrum. Die Phasen, die durchlaufen werden, sind 
folgende : 

I. Methimoglobin — Hamoglobin, 
Il. Hamoglobin + O, — O,-Hamoglobin, 
III. O,-Hamoglobin + Methamoglobin. 


9. Die Einwirkung von Wasserstoff auf Methimoglobin. 


Die Einwirkung von Wasserstoff auf Methamoglobin ist zuerst vor 
Jdderholm (1884) naher studiert worden. Er leitete in eine Methamoglobin- 
lésung Wasserstoffgas ein und sah nach etwa 3 Stundén eine spontane Rot- 
farbung der zuvor braungefarbten Methamoglobinlésung eintreten. Das 
Spektrum, das vorlag, war zweistreifig. Es entsprach in seiner Lage dem 
Oxyhamoglobin oder dem alkalischen Methimoglobin. Hoppe-Seyle) 
konnte die Zweistreifigkeit des zunidchst auftretenden Spektrums nicl! 
bestatigen. 
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Diese gegensatzlichen Untersuchungsergebnisse der beiden Autoren 
sind durchaus verstandlich. Man erhalt je nach den Untersuchungs- 
bedingungen verschiedene Resultate. Von ausschlaggebender Bedeutung 
ist die Frage, ob Sauerstoff bei der Reduktion zugegen ist oder nicht. 
Nimmt man die Reduktion im offenen GefiB vor, so entsteht in dem- 
selben MaBe wie Hamoglobin gebildet wird, das Oxyhimoglobin. Es 
resultiert schlieBlich ein Spektrum, das sich von dem einer gewéhnlichen 
Oxyhamoglobinlésung nicht unterscheiden li8t. Geschieht das Durch- 
leiten von Wasserstoff in einem luftabgeschlossenen GefaB, so tritt die 
Zweistreifigkeit des Spektrums nur angedeutet und iibergangsweise in 
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Abb. 3. 


Erscheinung. Die Methamoglobinlésung wird nach einiger Zeit rot- 
braunlich. Es finden sich an der Stelle des Oxyhimoglobins zwei matt 
konturierte Schatten im Griin. Bei weiterer Reduktion entwickelt sich 
das Spektrum des reduzierten Haimoglobins. Reinigt man den ein- 
geleiteten Wasserstoff durch wiederholtes Waschen in alkalischer 
Pyrogallollésung sorgfaltig von Sauerstoffspuren, so tritt bei der Reduk- 
tion ein zweistreifiges Spektrum im Griin nicht auf. Es bildet sich ohne 
jeden Ubergang sofort in zunehmender Starke die Absorption des 
reduzierten Hamoglobins. 


Leitet man wahrend der Reduktion Sauerstoff durch die Lésung, 
so bildet sich ein Oxyhaimoglobinspektrum, das in seiner Starke von 
dem Grad der vorliegenden Reduktion und dem Sauerstoffgehalt 
abhangt. 

Die einzelnen Phasen des Reduktionsverlaufs habe ich spektro- 
graphisch aufgenommen und gemessen. 
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Die Aufnahmen wurden nach dem von Scheibe angegebenen Ve: 
fahren durchgefiihrt. Es wurde der Gitterspektrograph fiir Chemike, 
C. Zeiss, Jena, benutzt: Quarzfensterlampe, rotierender Sektor nach Guide, 
zwei senkrecht aufeinanderstehende Balyrohre, von denen das eine die 
Farblésung, das andere das entsprechende Lésungsmittel enthiilt 
Schichtdifferenz in logarithmischer Abstufung von Fall zu Fall auch in 
geringeren Schichtdifferenzen, Spalt 0,05 mm, Gitter 3000 pro englischem 
Zoll, Agfa Isopanplatte. 

Der Extinktionsverlauf der gemessenen Lésungen ist in Abb. 3 in 
ein Koordinatensystem eingezeichnet, das als Abszisse die Wellen 
langenskala und als Ordinate den logarithmischen Wert des Extinktions 
koeffizienten ¢ aufweist. Nr. 6 zeigt den Extinktionsverlauf des zur 
Untersuchung verwendeten Methamoglobins bei py 7,0. In Nr. 5 ist 
das reduzierte Hamoglobinspektrum eingezeichnet. Nr. 3 ist der 
logarithmische Extinktionsverlauf einer Methamoglobinlésung, die nach 
halbstiindigem Einleiten von Wasserstoff in Anwesenheit von Platin 
asbest aus der Methimoglobinlésung Nr. 6 erhalten wurde. Der Schnitt 
punkt beider Kurven liegt bei Wellenlange 607 my. Die Extinktion ist 
als ein Mischblut aus Oxyhamoglobin (Nr.1) und Methamoglobin 
(Nr. 6) aufzufassen. Aus der logarithmischen Darstellung der wieder- 
gegebenen Extinktionen lat sich das Mischungsverhiltnis berechnen 
Fiir die Wellenlinge 576 my. gelten folgende Beziehungen: 


LOO . (Eyfiischbfut ~~ €Methimoglobin) 
€Oxyhimoglobin ~~ €Methimoglobin 


x ist der Oxyhamoglobingehalt des Mischblutes in Prozenten. 

: ‘ , ee 

EMethimoglobin, €Oxyhimoglobin UNA Eyjschpiut Sind die numerischen Extink- 
tionswerte bei Wellenlange 576 my. Im vorliegenden Falle ist: 


€Oxyhimoglobin = log 1,515 = 32,75 

mAM Pe > 

€Mischblut = log 0,745 56, 
ee rm 

EMethiimoglobin y log 0,35 = ’ 4, 


100 . (5 56 — 2,24) 


32,75 — 2,24 


= 10,8 %. 


Nach halbstiindigem Einleiten von Wasserstoff enthalt die ge- 
messene Methaimoglobinlésung bei Anwesenheit von Sauerstoff 10,8 ° 
Oxyhamoglobin. Wenn man das fiir das Methimoglobin/Hamoglobin- 
system giiltige Normalpotential Z, = 211 Millivolt zugrunde legt, dann 
betrigt in diesem Zeitpunkt das Potential der -Lésung E = 0,211 
89,2 
10,8 

Wird in die Lésung Kohlenoxyd eingeleitet, dann zeigt das Spektrum 
eine Verschiebung beider Schatten nach Violett. Die Maxima im sicht 


0,06 . log E = 0,211 + 0,058 = 0,269 Volt = 269 Millivolt 
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baren Teil und im unsichtbaren Violett liegen an der Stelle des CO- 
Hamoglobins (Nr. 4) (I bei 568,55 my, II bei 587 my, IIT bei 419.5 my). 
Es zeigt sich eine allgemeine Abflachung des Extinktionsverlaufs, die 
das Spektrum des vorliegenden C O-Himoglobins matt, leicht verwaschen 
und weich konturiert erscheinen laBt. Der Extinktionsverlauf deutet 
auf ein Mischblut aus CO-Hamoglobin und Methaimoglobin hin. Der 
CO-Gehalt ist, nach dem Verlauf der Kurve zu urteilen, offenbar der 
gleiche wie der zuvor berechnete Oxyhamoglobingehalt der Kurve Nr. 3. 

Wird das Einleiten von Wasserstoff langere Zeit, etwa 1 Stunde, 
vorgenommen, dann resultiert schlieBlich ein Spektrum, das sich von 
einer gewohnlichen O,-Hamoglobinlésung nur noch wenig unterscheidet. 
Der Extinktionsverlauf ergibt die Kurve der Abb. 3, Nr. 2. Der Oxy- 
hamoglobingehalt betragt 29°. Das Potential der Lésung, das in 
diesem Zeitpunkt vorliegt, berechnet sich zu 232 Millivolt. 

Durch weiteres Einleiten von Wasserstoff kann das Potential 
schlieBlich so weit gesenkt werden, da die Lésung das reduzierte 
Haimoglobinspektrum zeigt. 

An der Luft ist das bei der Reduktion als Zwischenprodukt auf- 
tretende Oxyhaimoglobin nur begrenzt haltbar. Nach einigen Stunden 
erscheint wiederum der Schatten des Methamoglobins. Die Uhber- 
fiihrung in Methamoglobin ist offenbar in erster Linie auf den leichteren 
Ubergang des Oxyhaimoglobins in Methimoglobin zuriickzufiihren, 
wobei das Normalpotential wesentlich negativer liegt als bei der Bildung 
von Methamoglobin aus reduziertem Blutfarbstoff. 


10. Die Einwirkung von Schwefelwasserstoff auf Methimoglobin. 


Die Einwirkung von Schwefelwasserstoff auf Methimoglobin ist von 
Keilin eingehend studiert worden. Er halt das auftretende Produkt fiir 
eine ,,echte Verbindung des Schwefelwasserstoffs mit dem Methaimoglobin* 
und nennt diesen Kérper ,,Sulfmethimoglobin’. Haurowitz bezeichnet ihn 
als ,,Sulfomethimoglobin“. Er ist von dem Salfhimoglobin, das Happe- 
Seyler zuerst beschrieben, und das sich durch eine charakteristische Rot- 
verschattung auszeichnet, zu unterscheiden. 

Keilin sah, wenn er eine Methamoglobinlésung mit Schwefelwasserstoff 
oder Natriumsulfid behandelte, eine schnelle Rotfarbung der braunen 
Methamoglobinlésung eintreten. Die Rotverschattung des Methamoglobins 
war verschwunden, statt dessen zeigte sich ein mattes, zweistreifiges Spek- 
trum, dessen erste schmale Bande bei 578 my und dessen zweite starkere 
Absorption bei 545 mu lag. 

Das Spektrum erinnert an den Absorptionsverlauf, den man auch bei 
der Reduktion mit Wasserstoff erhalt. Unter Beriicksichtigung der redu 
zierenden Eigenschaften, die der Schwefelwasserstoff in vieler Hinsicht 
besitzt, liegt die Vermutung nahe, daB es sich bei dem Sulfomethimoglobin 
um nichts anderes als um eine teilweise Reduktion des Methaimoglobins 
mit nachfolgender Oxyhaimoglobinbildung handelt. 

Kristallisiertes Methimoglobin, in Phosphatpuffergemisch, px 7,0, 
velést, wurde mit einigen Blaischen H,S behandelt. Die rothraune Lésung 
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wurde durch Evakuieren von Gasen befreit. Hierbei blieb das Spektru: 
zweistreifig. Die Losung wurde in der Kammer des van Slykeschen Ap 
rates 5 Minuten lang mit CO bei vermindertem Druck von 20mm H; 
geschiittelt. Die CO-Kapazitat wurde nach Zusatz einer konzentrierte: 
Ferricvanidlésung bestimmt. Eine zweite Untersuchung wurde an eine: 
Methamoglobinlésung vorgenommen, die 10 Minuten mit H,S behandelt wa: 
(siehe Tabelle XITI). 

Die Untersuchung ergibt in dem mit Schwefelwasserstoff kur; 
behandelten Methamoglobin einen Hamoglobingehalt von 37,9. Nach 
10 Minuten langer Einwirkung von Schwefelwasserstoff liegen 87 ° 
Haimoglobin vor. Die Lésung hat, wenn E 

: ad E 0(Methimoglobin-Himoglobir 

211 Millivolt ist, zunaichst das Potential von -- 224 Millivolt 
Nach 10 Minuten langer Behandlung mit Schwefelwasserstoff betrict 
das Potential der Lésung —+- 16] Millivolt. 


Schon nach dem Einleiten einiger kleinster H,S-Blaschen schlagt 


die Farbe des Methamoglobins in ein braunstichiges Rot um. Das 
Spektrum, das sich zeigt, ist zweistreifig. Die Maxima liegen an den 
Stellen des Oxyhaimoglobins. Es zeigt sich eine durchaus ahnliche 
Lichtausléschung, wie sie auch bei der Reduktion mit Wasserstoff in 
Anwesenheit von Sauerstoff erhalten wurde. Die Oxyhamoglobin- 


Tabelle XIII. 


~ 





Himoglobin 
bzw. 
Methimoglobin 


C O-Kapazitiit 


Millivolt Vol.-0/) Vol.-°/o 
2cem Methamoglobinlé- 
sung + 4,75ccem 5% ige 
Ferricyanidlésung + CO 


2ccm Methamoglobinlé- 
sung + 4,75 cem_ Indi- 
godisulfonat (90°% redu- 
ziert) + CO f 2,20 1,16 100°, Hamoglobin 


2cem Methaémoglobin 
durch einige Blaschen 
H,S reduz. + 4,75 ecm 
Wasser + CO 37,9°, Hamoglobin + 0,013 
62,19, Methamo- 


: ; lobin 
2cem Hamoglobin durch & 


H,S 10 Min. reduziert, 
evakuiert + 4,75 ccm 
Wasser + : 2,05 1,01 87,0% Hamoglobin — 0,050 
13,0 % Methimo- 
globin 
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cchatten sind weich und matt konturiert. Der logarithmische Extink- 
tionsverlauf dieses Spektrums ist in Abb. 4, Nr. 2, wiedergegeben. Die 
Kurve schneidet die logarithmische Extinktion der Ausgangslésung 
Nr. 4) und des reinen Oxyhaimoglobins (Nr. 1) bei Wellenlange 607 mu. 
Durch diesen Schnittpunkt verlaufen simtliche Kurven von Mischblut- 
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Abb. 4. 


lésungen, deren Gesamtoxyhimoglobin- und Methamoglobingehalt 
gleich ist. Fiir die Wellenlange 576 my. gilt: 


100 . (€yischbtut — Methamogionin) 
EOxyhimoglobin ~ EMethimoglobin 
Der Kurvenverlauf ergibt fiir 
a 2 
EOxyhiimoglobin log 1,525 = 14,2 
» ar d 4 9 
€Mischblut log Ov; 5.012 
s 9 =)9 
EMethimoglobin log 0.4 2,512 
100 . (5,012 — 2,512) 


x . 21,3 %. 
14.20 — 2.512 


« 


Der Oxyhamoglobingehalt betragt hiernach 21,3°,, der Methamoglobin- 
anteil dementsprechend 78,7 °,. 

Bemerkenswert ist, daB bei einem derartig reichlichen Methamo- 
globingehalt die Rotausléschung des Methamoglobins spektroskopisch 
nicht mehr deutlich wahrnehmbar ist. Auch die photographische Platte, 
deren Empfindlichkeit im Rot bis etwa 655—660 my. reicht, zeigt 
an der Stelle des Methamoglobinschattens bei 627 my. kein erkennbares 
Maximum. Der gesamte Kurvenverlauf stellt sich trotz des an sich 
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geringen Oxyhamoglobingehalts als ein ,,allgemein abgeflachtes Ox, 
himoglobinspektrum dar‘*. Das Potential der Lésung ist: 


=. 0,211 + 0,06 . log ts 
om 21,3” 
211 +40 = 251 Millivolt. 

Wird die Reduktion des Methamoglobins langere Zeit (etwa eine 
halbe Stunde) mit H,S vorgenommen, so zeigt sich eine Zunahme in 
der Intensitaét des zweiten Griinschattens. Die Absorption ergibt ein 
geringes erstes und ein intensiveres zweites Maximum. Das Spektrum 
ist das gleiche wie Keilin es fiir das reine ,,Sulfomethaimoglobin“ wieder 
gibt. Es handelt sich hierbei bereits um ein Mischblut aus Oxyhimo 
globin und reduziertem Hamoglobin. Das Potential der Lésung ist so 
negativ, daB das Oxyhimoglobin zum Teil in reduziertes Hamoglobin 
iiberfiihrt ist. Nach etwa */,stiindigem Einleiten von Schwefelwasser 
stoff ist die Umwandlung in reduziertes Hamoglobin vollstandig 
Kraftiges Schiitteln mit Luft fiihrt zu einem intensiven Oxyhamoglobin 
spektrum, das nach einiger Zeit in das Spektrum des reduzierten Hamo- 
globins und Sulfhamoglobins tibergeht. Das Spektrum, das nach er 
neuter Durchmischung mit Luft vorliegt, ist die Absorption aus Sulf 
hamoglobin und Oxyhamoglobin. Der Rotschatten hat sein Maximum 
bei 618 mu (Abb. 4, Nr. 5). Er ist gegen KCN-Lésung_ bestandig 
Nach einigem Abwarten zeigt sich in der Lésung neben dem Spektrum 
des Sulfhamoglobins wiederum dasjenige des reduzierten Hamoglobins 

Interessant ist, daB das Sulfhaimoglobin erst nach vollstandiger 
Reduktion des Methimoglobins und erneuter Luftdurchmischung auf- 
tritt. Ich vermute, da8 die Bildung von Sulfhimoglobin in ahnlicher 
Weise von dem Potential abhangig ist wie die Bildung oder die Reduktion 
von Methaimoglobin. In zugeschmolzenem. Glasrohr, bei fehlendem 
Sauerstoff, tritt die Rotverschattung des Sulfhamoglobins nicht auf. 
die Lésung zeigt das unveranderte Spektrum des reduzierten Hamo- 
globins, das sehr lange haltbar ist. 

Keilin beschreibt, daB das zweistreifige Spektrum des_,,Sulfo- 
methamoglobins‘‘ durch CO nicht verandert werde. Diese Beobachtung 
kann ich nicht bestatigen. Bei der CO-Kapazitatsbestimmung er 
hielt ich Werte (Tabelle XIII), die ohne weiteres fiir eine CO-Bindung 
sprechen. Nach dem Einleiten von CO in eine mit einigen Blaschen 
Schwefelwasserstoff zuvor reduzierte Methamoglobinlésung erhielt ich 
den Extinktionsverlauf der Abb. 4, Nr.3. Die ‘Violettverschiebung 
beider Schatten ist deutlich erkennbar. Das CO-Hamoglobinspektrum 
ist in ahnlicher Weise abgeflacht, wie das des unter gleichen Bedingungen 
erhaltenen Oxyhamoglobins. Die Maxima im sichtbaren Teil und der 
Violettschatten liegen an der gleichen Stelle wie beim CO-Hamoglobin 
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{ bei 568,5 my, IT bei 537 mu, HI bei 418,5 muy). Bei der spektro- 
graphischen Messung erhielt ich die Werte der Tabelle XIV. Der 
(O-Gehalt ist, nach dem Kurvenverlauf zu urteilen, etwa dem unter 
vleichen Bedingungen erhaltenen Oxyhamoglobingehalt gleichzusetzen. 


Tabelle XIV, 





Wellenliinge in mu 


(568,5) 
574 
577 
584 
593 
606 


Keilin beschreibt, da das zweistreifige Spektrum des _,,Sulfo- 
methamoglobins“ sich auch in Abwesenheit von Sauerstoff bilden soll. 
Ich erhielt, wenn ich eine Methimoglobinlésung durch Evakuieren 
sorgfaltig von Luft befreite und mit einer geringen Menge sauerstoff- 
freien Schwefelwasserstoffs schiittelte, ohne vorherige Zweistreifigkeit 
im Griin das Spektrum des reduzierten Hiimoglobins. Mit Na,S, das 
Keilin fiir die Untersuchungen benutzte, erhalt man auch nach sorg- 
faltigem Entgasen der Lésung ein mattes zweistreifiges Spektrum, bei 
dem es sich offenbar aber um ein Mischblutspektrum aus alkalischem 
Methamoglobin, das bei dem stark alkalisch reagierenden Na,S leicht 
entstehen kann, und reduziertem Haimoglobin zu handeln scheint. 


Das mit H,S erhaltene zweistreifige Reduktionsprodukt ist an der 
Luft nicht lange haltbar. Nach Verlauf einiger Zeit liegt wiederum 
Methamoglobin vor, das durch KCN in Cyanhaimoglobin zu iiberfiihren 
ist. Es zeigt sich dasselbe Verhalten, das bereits bei der Wasserstoff- 
reduktion beschrieben wurde. Man kann die Reduktion des Met- 


hamoglobins zu dem matten zweistreifigen Oxyhamoglobin und die 
Reoxydation dieses Produktes durch Schiitteln mit Luft beliebig oft 
wiederholen. Die Uberfiihrung in Methamoglobin durch Luftsauerstoff 
erklart sich aus der negativen Potentialstellung, die das Oxyhaimoglobin 
gegeniiber dem reduzierten Hamoglobin einnimmt. Die Reaktions- 
geschwindigkeit der Methimoglobinbildung ist stark verlangsamt, das 
zweistreifige Oxyhaimoglobinspektrum ist unter Umstanden einige 
Stunden haltbar. 

Die Untersuchungen haben gezeigt, daB der Schwefelwasserstoff 
das Potential einer Methamoglobinlésung nur langsam senkt. Einige 
wenige Blaischen ergeben in kurzer Zeit den Potentialwert von 250 bis 
220 Millivolt, nach 10 Minuten langem Einleiten hat die Lésung die 
Spannung von 16] Millivolt und erst langeres Kinleiten von H,S fiihrt 
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zu reduziertem Hamoglobin. Die langsame Einstellung des Potentia 

gleichgewichts und die Verzégerung der Reoxydation des entstandene), 
Oxyhamoglobins in Methaimoglobin erklaren die leichte Darstellung 
die Haltbarkeit und Bestandigkeit des mit H,S erhaltenen zwei- 
streifigen Oxyhamoglobinmischspektrums. Sie sind offenbar auch der 
Grund, weshalb dieses zweistreifige Zwischenprodukt bisher nicht als 
Oxyhaimoglobin erkannt, sondern als besonderes Methaimoglobin 


derivat angesehen worden ist. 


11. Uber die Kinwirkung weiterer Reduktionsmittel auf Methimoglobin. 


Bei vorsichtiger Reduktion einer Methamoglobinlésung mit 
Schwefelammonium in offenem GefaiB verlagert sich zunachst der Rot 
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schatten an die Stelle des alkalischen Methamoglobins. Die Griin- 
schatten nehmen erheblich an Intensitaét zi, und es erscheint nach 
wenigen Sekunden ein Spektrum, das sich von Oxyhamoglobin kaum 
noch unterscheiden ]aBt. Die Lésung ist, verglichen mit der von Ox) 
hamoglobin, ein wenig braunstichig. Abb. 5, Nr.1 zeigt den Extinktions- 
verlauf einer 1 {igen Blutlésung, die mit Ferricyanid in Methamoglobin 
iiberfiihrt und mit 3 Tropfen Schwefelammoniumlésung (auf 20 ccm 
Lésung) versetzt wurde. Die Kurve entspricht einer Mischung aus 
Oxyhamoglobin und Methamoglobin. Der Oxyhamoglobingehalt be- 
rechnet sich zu 31°. Das Potential der Lésung ist in diesem Zeitpunkt 
der Reduktion = 211 + 21 = 232 Millivolt. 

Wegen der deutlichen Bildung von Oxyhaémoglobin ist die Reduzierbar 
keit des Methamoglobins durch Schwefelammonium bis in die letzte Zeit 
angezweifelt worden (Zangger, Flury). Altere Autoren benutzen dagegen 
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zur Reduktion mit Vorliebe das Schwefelammonium (Stokes, Hoppe-Seyler, 
Jiderholm, Araki u.a.). Wachholz, Baranowski und Kaczynski haben sich 
unlangst erneut mit der Reduzierbarkeit des Methamoglobins beschaftigt. 
Sie verwendeten gréBere Mengen von Schwefelammonium und konnten 
demgemaB die Befunde der alteren Autoren bestatigen. 

Uber die bei der Reduktion auftretenden Zwischenprodukte liest man 
die widersprechendsten Ansichten. Jdderholm setzte sich anfinglich fiir das 
Oxyhamoglobin (1877), dann fiir das alkalische Methamoglobin ein. In 
spiteren Arbeiten ist die Frage, um welches Produkt es sich handelt, unent- 
schieden (1884). Saarbach hielt das Zwischenprodukt fiir Oxyhaimoglobin 
(1882). R. M. Meyer erklart dagegen die Ansichten der alteren Autoren, 
die ein Oxyhamoglobin tiir vorliegend halten, fiir ,,irrtiimlich’’ und glaubt, 
ein alkalisches Methamoglobin vor sich zu haben (1935). 


Unter Anwendung geringer Mengen Schwefelammonium bildet 
sich an der Luft ein matt konturiertes Oxyhimoglobinspektrum, wie 
es in Abb. 5, Nr. 2, gemessen wurde. Es handelt sich hierbei um eine 
Mischung aus Oxyhamoglobin und Methamoglobin. Der Oxyhaimo- 
globinanteil betragt etwa 10°. Das Potential der Lésung liegt, wenn 
Ey = 211 Millivolt ist, bei etwa 269 Millivolt. Die Lésung ist an der 
Luft einige Zeit haltbar. Unter Ausfall von kolloidalem Schwefel bildet 
sich wiederum das Methaémoglobin, das leicht in Cyan- oder Fluormet- 
hamoglobin zu iiberfiihren ist. Sulfhamoglobin tritt bei der Reoxydation 
nicht in erkennbarem MaBe auf. 


Vermehrter Zusatz von (NH,),8 fiihrt zu einer Verstarkung beider 


Griinschatten, aus denen sich allmahlich das Spektrum des reduzierten 
Hamoglobins entwickelt. Kraftiges Durchmischen mit Luft ergibt 
voriibergehend Oxyhamoglobin, das nach einiger Zeit in Hamoglobin 
und Sulfhamoglobin iibergeht. 

Die Kohlenoxydverbindung erhalt man, wenn man in das Zwischen- 
produkt Kohlenoxyd einleitet oder eine CO-haltige Methamoglobin- 
lésung mit (NH,),S reduziert. Bei vorsichtiger Anwendung des Reduk- 
tionsmittels ist das Spektrum der CO-Verbindung matt konturiert. 
Die Schatten im sichtbaren Teil und die Violettschatten entsprechen in 
ihrer Lage dem Kohlenoxydhimoglobin (Abb. 5, Nr.3). Die Ab- 
flachung des dargestellten Extinktionsverlaufes ist auf den vorliegenden 
Methamoglobingehalt, zum Teil aber auch auf die kolloidalen Triibungen, 
die beim Durchstr6men von Kohlenoxyd und wahrend der Aufnahme 
auftreten, zuriickzufiihren. 


Wird eine Methamoglobinlésung bei Abwesenheit von Sauerstoff, 
was sich durch mehrfaches Evakuieren der Lésung erreichen laBt, und 
in schwach saurer Lésung (py etwa 6,0) mit einer stark verdiinnten 
(NH,),S-Lésung, die ebenfalls sauerstofffrei sein muB, reduziert, dann 
erfolgt der Ubergang in Himoglobin unmittelbar. Oxvhamoglobin oder 
alkalisches Methamoglobin bilden sich nicht. 
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Vergleicht man die mit (NH,),8 erhaltenen Reduktionsvorginy, 
mit der Einwirkung von Wasserstoff oder Schwefelwasserstoff, so ergiht 
sich nichts prinzipiell Neues. Bei vorsichtiger Anwendung von Schwefe| 
ammonium erscheint der matt konturierte Schatten des Oxyvhaimo 
globins, das an der Luft allmahlich in Methamoglobin reoxydiert wird 
Bei Sauerstoffabwesenheit tritt ein Zwischenprodukt mit zweistreifigem 
Spektrum nicht auf. Kin gréBerer Zusatz von (NH,),8 fiihrt in kurzer 
Zeit zu reduziertem Hamoglobin, das bei Sauerstoffdurchmischung in 
Oxyhamoglobin tibergeht, worauf sich nach einiger Zeit ein Misch) 
spektrum des Hamoglobins und Sulfhimoglobins entwickelt. 

Hydrazinhydrat wirkt bei vorsichtiger Anwendung auf das Met 
hamoglobin in der gleichen Weise ein wie das Ammoniumsulfid. Fs 
bildet sich zundchst das Spektrum des alkalischen Methimoglobins 
das schon nach wenigen Sekunden verschwindet und, wenn die Reaktion 
bei Zutritt von Luftsauerstoff vorgenommen wird, in ein Spektrum 
iibergeht, das sich von dem des Oxyhamoglobins nicht unterscheiden 
laBt. Die Lésung ist braunstichig bis rot. Der Extinktionsverlauf 
ergibt eine Kurve, die sich ohne Schwierigkeit als ein Mischspektrum 
vom Oxyhimoglobin und Methaimoglobin deuten laéBt. Die Schatten 
des Oxyhimoglobinspektrums treten als intensive Absorptionen, die 
das Bild beherrschen, hervor. Vermehrter Zusatz von Hydrazinhydrat 
reduziert dann zu Hamoglobin, das nach einiger Zeit in das Himo 
chromogen iibergeht. Unter anaeroben Versuchsbedingungen tritt die 
Zweistreifigkeit im Spektrum des Zwischenproduktes nicht oder nicht 
deutlich hervor. 

Bei geringem Hydrazinzusatz hat die Kohlenoxydverbindung das 
Spektrum eines allgemein abgeflachten CO-Haimoglobins. Samtliche 
Maxima liegen an der dem Kohlenoxydhamoglobin entsprechenden Stelle 
Weitere Reduktion fiihrt zu einem intensivén CO-Hamoglobin. 

Die Stokessche Lésung, deren wirksamer Bestandteil das Ferro 
tartrat ist, iiberfiihrt das Spektrum des Methéimoglobins in sauerstoff- 
haltiger Lésung zuniachst in ein matt konturiertes Oxyhamoglobin 
spektrum, das bei vorsichtiger Reduktion gut darstellbar ist. An der 
Luft entsteht erneut das Spektrum des Methamoglobins. Weitere 
Reduktion fiihrt zu Hiamoglobin. Als Kohlenoxydverbindung erscheint. 
je nach dem Grade der Reduktion, ein mebr oder minder scharf ge 
zeichnetes CO-Himoglobinspektrum. 

Das Natriumhydrosulfit hat von den bisher erwahnten Reduktions 
mitteln die stirkste und schnellste Einwirkung. Nach Zusatz geringster 
Spuren erscheint nach kurzdauernder Verstaérkung der beiden Griin 
schatten sofort das Spektrum des reduzierten Hamoglobins, das lange 
haltbar ist. Bei Luftdurchmischung bildet sich eine geringe Rot- 
verschattung. In Abwesenheit von Sauerstoff tritt das zweistreifige 
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Spektrum eines Zwischenproduktes nicht auf. Wird eine CO-haltige 
\Methamoglobinlésung mit Na, 8,0, behandelt, dann erscheint, je nach 
dem Grade der Reduktion und der vorliegenden CO-Menge, ein mehr 
oder minder hart gezeichnetes CO-Hamoglobinspektrum. 


12. Die Einwirkung der Reduktionsvorginge durch Fiulnis 
auf Methimoglobin. 


Denselben Reduktionsvorgang, der bei der Reduktion von Methaimo- 
globin mit einem Keduktionsmittel in Erscheinung tritt, hat erstmalig 
Jéiderholm (1884) auch bei der spontanen Faulnisreduktion beschrieben. 
Im zugeschmolzenen Glasrohr sah er nach etwa 5 bis 10 Tagen eine Ver 
starkung der beiden Griinschatten im Spektrum auftreten, die als die von 
Oxyhamoglobin oder alkalischem Methaimoglobin gedeutet wurden; im 
Laufe der nachsten 3 bis 4 Wochen entwickelte sich das Spektrum des 
reduzierten Hiamoglobins. Saarbach hat diese Befunde bestatigt. Araki 
(1890) sowie Hoppe-Seyler haben eine zunichst auftretende Zweistreifig 
keit nicht feststeilen kénnen. 

Eine so deutliche Zweistreifigkeit des Spektrums wie sie bei der An 
wendung von Schwefelwasserstoff, Stokesscher Lésung, Hydrazinhydrat 
oder éhnlichen Reduktionsmitteln auftritt, beobachtet man bei der spontanen 
Faiulnisreduktion des Methimoglobins nicht. In zugeschmolzenem Glasrohr 
zeigt sich, wie dies bereits Jdderholm beschrieben hat, nach etwa 5 bis 
10 Tagen eine unverkennbare Zunahme in der Lichtabsorption im Bereich 
der beiden Griinschatten. Der zweite Schatten im Griin nimmt sehr bald 
an Intensitét zu, die Absorption wird verwaschen. Zur selben Zeit ist der 
Methamoglobinschatten im Rot kaum noch erkennbar und unter Zunahme 
des zweiten Griinschattens erfolgt das Verblassen der iibrigen Absorptionen. 
Nach etwa 14 Tagen liegt das Spektrum des reduzierten Hamoglobins vor. 


Von den iibrigen bisher beschriebenen Reduktionsverfahren 
zeichnet sich die spontane Faulnisreduktion durch ihren langsamen 
Verlauf aus, der es mit sich bringt, daB jedes Gleichgewicht, das méglich 
ist, sich im Laufe der Reduktion einstellt. Ist ein Methamoglobin 


beispielsweise aus Blut mit Ferricvanid hergestellt, dann ist das Poten- 
tial, wenn das Ferricyanid im Uberschuf8 vorliegt, etwa + 450 Millivolt. 
Durch die autoreduktiven Vorginge sinkt das Potential allmahlich. 
Dem fallenden Potential entsprechend bildet sich Hamoglobin, das mit 
dem Sauerstoff, der in der Lésung zugegen ist, Oxyhamoglobin bildet. 


Das Oxyhamoglobin ist bei positivem Potential unbestindig. Es wird 
in Methamoglobin reoxydiert. Das zweistreifige Spektrum des Zwischen- 
produktes kann deshalb bei langsam verlaufender Reduktion nur vor- 
iibergehend auftreten und angedeutet vorhanden sein. Weiter kommt 
hinzu, daB der Sauerstoff, der ungebunden in der Lésung vorliegt, durch 
den Reduktionsvorgang sehr schnell verbraucht wird. Er ist, wenn die 
Reduktion einsetzt, meist nur noch in Spuren vorhanden, die nicht aus- 
reichen, das entstandene Hamoglobin vollstandig in Oxyhimoglobin zu 
iiberfiihren. Wir finden dementsprechend bei der Autoreduktion des 
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Methamoglobins ein Ubergangsspektrum, das durch den Rotschatten 
des Methamoglobins und einer durch Hamoglobin und Spuren von 
Oxvhamoglobin bedingten kaum zweistreifig erscheinenden Griin 
verschattung ausgezeichnet ist. 

Schiittelt man eine derartige Lésung, deren Potential etwa im 
Bereich von 150 bis 250 Millivolt liegen mag, mit Luft, dann wird das 
Spektrum im Griin durch die Gegenwart von Oxyhamoglobin deutlich 
zweistreifig. Das Oxyhamoglobin wird nach einiger Zeit unter Zunahme 
des Rotschattens wiederum in Methamoglobin iiberfiihrt und der 
ReduktionsprozeB setzt von neuem ein. Ist schlieBlich samtlicher Farb- 
stoff in reduziertes Haimoglobin iiberfiihrt, dann ist das Potential der 
Lésung entsprechend negativ. Schiitteln mit Luft fiihrt zu Oxyhamo 
globin, das bei dem negativen Potential nicht oder nur zum kleinsten 
Teil in Methamoglobin tiberfiihrt werden kann. Nach weiterem Ab 
wartem entsteht erneut das reduzierte Haimoglobin, das auBerst be- 


standig ist. 


13. Uber die Bildung und Reduktion von Methimoglobin in der Leiche. 


Im lebenden Organismus geht bei der reichlichen Anwesenheit von 
Sauerstoff die Bildung von Methamoglobin aus Oxyhamoglobin vor sich. 
Zur Methaimoglobinbildung sind alle diejenigen Stoffe in der Lage. 
deren Oxydationsstarke in den Potentialbereich der Oxyhamoglobin- 


Methamoglobiniiberfiihrung hineinreicht. Der Blutfarbstoff ist dieser 
EKinwirkung gegeniiber vor allem durch seine intracellulére Lage ge 
schiitzt. Nur solche Substanzen sind zur Methamoglobinbildung fahig. 
die eine entsprechend positive Potentialstellung aufweisen und zum 
Durchtritt durch Membranen_ befahigt sind. 

Die Zahl derjenigen Methimoglobinbildner, fiir die die Zellmembran de: 
roten Blutkérperchen undurchlassig ist, scheint besonders groB zu sein. 
Mehring fand, da8 Ferricyanide nur in himolysiertem Blute Methamoglobin 
bilden. Eine Blutkérperchenaufschwemmung zeigte in isctonischer Ferri 
eyankaliumlésung erst nach 72 Stunden ein geringes Methamoglobin 
spektrum. In der Literatur sind Vergiftungsfalle mit rotem Blutlaugensalz 
nur selten beschrieben. Sie sind als Cyanvergiftungen zu deuten. Das 
Trinken von 1 Liter konzentrierver Ferricyanidlésung wurde in einem 
Falle ohne erhebliche Gesundheitsstérungen und ohne die Bildung von 
Methimoglobin vertragen. 

Ist die Methamoglobinbildung durch die Undurchlassigkeit det 
lebenden Zellmembranen verhindert oder erheblich verzégert, so wird 
sich erst nach dem Tode mit Einsetzen der Hamolyse der Beginn oder 
die Zunahme der Methamoglobinbildung zeigen. Bei cyanvergifteten 
Hunden fand ich eine postmortal einsetzende Bildung von Cyanhamo- 
globin, die lediglich den hamolysierten Blutfarbstoff des Serums betraf 
Der intracellular gelegene Blutfarbstoff war cyanhaimoglobinfrei ge- 
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blieben. Die gleiche postmortale extracellular liegende Bildung von 
Cyanhaémoglobin beobachtete ich bei der Cyanvergiftung eines Selbst- 
morders. 

Die chlorsauren Salze vermégen die Zellmembran nur schwer zu 
passieren. Eine isotonische Lésung von chlorsaurem Natrium ver- 
wandelte eine Blutkérperchenaufschwemmung in einen unléslichen 
klebrigen Brei, der kein Methamoglobinspektrum zeigte. Bei einem 
Meerschweinchen, das mit chlorsaurem Natrium (1 g auf 1 kg Kérper- 
vewicht) vergiftet wurde und nach 7 Stunden verstarb, fand sich im 
Blute nur ein geringes Methamoglobinspektrum des hamolytischen 
Blutserums. Nach 2 Tagen sah das Blut schokoladenbraun aus. Die 
spektrographische Aufnahme des Serums ergab ein fast eindeutiges 
Methamoglobin. Der Inhalt der in Kochsalz gewaschenen und hamo- 
lysierten roten Blutkérperchen zeigte die Absorption des Oxyhamoglobins 
mit kaum veranderter Lichtdurchlassigkeit im Rot. 

Bei einem 25 kg schweren Hund, der durch intraperitoneale Injek- 
tion von chlorsaurem Natrium getétet wurde, zeigte das in den GefaBen 
vorliegende Blut ein Mischspektrum des Oxyhaimoglobins und Met- 
hamoglobins, bei dem die Schatten des Methimoglobins erst bei starkerer 
Gesamtabsorption deutlich hervortraten. 24 Stunden p.m. fand sich 
bei der Sektion des Tieres geronnenes, schokoladenfarbiges Blut, das, in 
Wasser gelést, ein Methimoglobinspektrum zeigte, und bei der spektro- 


yraphischen Messung einen Extinktionsverlauf aufwies, der sich mit dem 


des reinen Methamoglobins in neutraler Lésung annahernd deckte. 
Aus dem mit physiologischer Kochsalzlésung mehrfach gewaschenen 
Blut lieBen sich intakte Blutkérperchen gewinnen, die nach Himolyse 
bei der spektrographischen Aufnahme ein fast unverandertes Oxyhamo- 
globinspektrum zeigten. 

Membranundurchlassige Substanzen von negativem Potential, die 
nur das Oxyhamoglobin in Methimoglobin zu iiberfiihren vermégen, 
kénnen gleichfalls, sofern geniigend Sauerstoff im Leichenblut vor- 
liegt, postmortal Methaimoglobin bilden. Der Grad der Methamoglobin- 
iiberfiihrung ist in solchen Fallen im wesentlichen von dem zeitlichen 
Kintritt der postmortalen Haimolyse und dem Verschwinden des Sauer- 
stoffs abhangig. 

Die Haltbarkeit des Methamoglobins in der Leiche ist von der 
Menge der methamoglobinbildenden Substanz, ihrer Potentialstellung 
und dem AusmaB der Faulnisreduktion abhangig. Je gréBer die Menge des 
Oxydationsmittels ist, desto besser beschwert ist das System und um so 
widerstandsfaihiger ist es gegeniiber der Faulnisreduktion. Oxydations- 
mittel, deren Potential positiver als das Hamoglobin-Methamoglobin- 
system ist, sind in ihrer Wirksamkeit von der Anwesenheit des Sauer- 
stoffs unabhangig. Der Sauerstoff. der an den Blutfarbstoff gebunden 
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ist, wird durch die Methamoglobinbildung in Freiheit gesetzt und wirk: 
den reduktiven Prozessen entgegen. Das System ist sowohl durch de) 
Sauerstoff wie auch durch die Oxydationssubstanz gegen Reduktions 
einwirkung geschiitzt. Infolge dieses Verhaltens ist es besser beschwert 
als beim Vorliegen von Reduktionssubstanzen, die nur bei Anwesenheit 
von Sauerstoff wirksam sind. Laves fand bei chloratvergifteten Tiere: 
noch nach 12 Tagen p.m. Methamoglobin. Das Blut der Bauchhéhie 
war bis zum neunten Tage methamoglobinhaltig. Bei Substanzen, die 
nur in Anwesenheit von Sauerstoff Methamoglobin bilden (Amidopheno! 
Nitrobenzol, Dinitrobenzol und Anilin), war das Methaimoglobin bei 
gleichen auBeren Versuchsbedingungen nach 4 Tagen nicht mehr nach 
zuweisen. 

Die Obduktionsbefunde bei Gegenwart methamoglobinbildender Gift: 
zeigen, was die RegelmaBigkeit der Methamoglobinbefunde im Leichenblut 
anlangt, die gleichen auffalligen Unterschiede. In Fallen von Chlorat 
vergiftungen wird die kaffeebraune Farbung des Blutes fast regelmaBiy 
gefunden. Nur bei besonders verzégerten Sektionen und bei dem Vorliegen 
eindeutiger Fiiulnisverinderungen wurde die charakteristische Methamo 
globinfarbe des Blutes vermiBt. 

Bei Vergiftungen mit Pyrogallol, Resorcin, Nitrobenzol, Arsenwasse1 
stoff und ahnlichen potentialnegativen Stoffen gehért der Nachweis von 
Methamoglohin in tédlich endenden Fallen dagegen fast zu den Seltenheiten 

Bei stark oxydierend wirkenden Stoffen, die auch ohne Sauerstofi 
anwesenheit Methimoglobin bilden, wird der an das Hamoglobin ge 
bundene Sauerstoff durch die Methamoglobinbildung in Freiheit gesetzt 
und durch die einsetzende Faulnisreduktion sehr bald verbraucht werden 
Kommt das Potential in den Bereich des Hamoglobin-Methimoglobinsystems. 
so entsteht bei dem Mangel an Sauerstoff reduziertes Hamoglobin. 

Zutritt von Luft fiihrt zu Oxyhamoglobin, dessen Uberfiibrung i 
Methamoglobin leichter durchfiihrbar ist als beim reduzierten Blutfarbstoft 
Die Verhaltnisse sind die gleichen, wie ich sie bei der Einwirkung 
verschiedener Reduktionssubstanzen (Wassefstoff, Schwefelwasserstoff, 
Schwefelammonium usw.) beschrieben habe. Zutritt von Luftsauerstofi 
laBt erneut Methamoglobin entstehen. 

Sei der Sektion éuBert sich diese erneute Methamoglobinbildung an 
auffalligsten in einer zunehmenden Verfairbung der der Luft ausgesetzten 
Organe. Die Oberflachen und Schnittflichen werden nach und nach mil) 
farbig braun. In dem mit chlorsaurem Natrium vergifteten Hunde, desse1 
Sektion 24 Stunden p.m. vorgenommen wurde, verfarbten sich die de: 
Luft ausgesetzten Leichenteile zusehends schwarzbraun. Frische Schnitt 
flichen waren von hellbrauner Farbe. 

Bei Vergiftungen mit Substanzen, die erst durch Sauerstoffoxydatio1 
ein Potential erreichen, bei dem Oxyhamoglobin angegriffen wird, ist di: 
Haltbarkeit des Methaimoglobins in der Leiche von kturzer Dauer. Mit de: 
Unterbrechung der Oxydationsvorginge durch den Tod wird das Mab de: 
Methamoglobinbildung von nun an durch den Sauerstoffgehalt des Leichen 
blutes bestimmt. Soweit der Sauerstoff nicht fiir die Oxydation der met 
hamoglobinbildenden Reduktionssubstanz verwendet oder an das Hiamo 
globin gebunden ist, bildet er die einzige Reserve gegeniiber der einsetzender 
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a@ulnisreduktion. Mit dem Verschwinden des ungebundenen Sauerstotfes 
beginnt die Reduktion des vorliegenden Methamoglobins. Zutritt von Luft 
iBt Oxyhamoglobin und die Oxydationsstufe der methamoglobinbildenden 
Reduktionssubstanz erneut entstehen. Es kann sich dementsprechend 
wiederum Methaimoglobin bilden. Bei der Sektion beobachtet man _ in 
solchen Fallen ein zunehmendes Milifarbenwerden der der Luft ausgesetzten 
Leichenteile und Schnittflachen. Die Verfarbung der Leichenteile kann 
mitunter so schnell verlaufen, da dieser Befund etwas iiberraschendes an 
ich hat. Bei Arsenwasserstoffvergiftung ist dieses Verhalten unlingst von 
Schrader beschrieben worden. Eine Deutung wird nicht gegeben. In einem 
ihnlichen Falle, den K. Reuter sezierte. war die Verfiirbung der Muskulatur, 
inshesondere aber des Magen-Darmkanals nach Herausnakme aus der Leiche 
besonders augenfallig. 


Eine praktisch sehr bedeutsame Frage ist die, ob Methamoglobin 


sich im Laufe der weiteren Faulnisvorginge spontan bilden kann. 
Laves hat hieriiber Untersuchungen angestellt und im Gegensatz zu 
einigen friitheren Literaturangaben in faulenden Leichen niemals Met- 
hamoglobin finden kénnen. Das ist durchaus erklarlich. Mit fort- 
schreitender Faulnis wird das Potential so negativ, daB es aus dem 
Bereich des Haimoglobin-Methimoglobinsystems und Oxyhimoglobin- 
Methamoglobinsystems herauskommt. Methimoglobin kann _infolge- 
dessen in der Leiche nicht mehr bestehen und kann sich auch bei Luft- 
zutritt nicht neu bilden. 


14. Die Einwirkung von Nitriten und Stickoxyd auf das Methiimoglobin. 


Bei der Einwirkung eines Alkalinitrits auf Methamoglobin bildet 
sich ein dreistreifiges Absorptionsspektrum, das eine Verschattung im 
Rot und zwei Verschattungen im Griin aufweist. 

In der alteren Literatur wird dieser Kérper als ,.Nitrithamoglobin* 
beschrieben. Haldane deutet dieses Spektrum erstmalig als eine Misch 
absorption des Methimoglobins und NO-Hamoglobins (1897). Haurowitz 
bestiitigt diese Beobachtung (1924). Bei der spektrophotometrischen 
Untersuchung des mit KNO, hergestellten .,Nitrithimoglobins* fand er 
einen Extinktionsverlauf, der eine Mittelstellung zu NO-Hamoglobin und 
dem sauren Methamoglobin einnahm. 

Nitrite sind hiernach nur zu einer teilweisen Reduktion des Methimo 
globins in der Lage. Wird die reduzierende Wirkung durch Hinzufiigen 
eines starkeren Reduktionsmittels (Spuren von Na,S,O,, (NH,),S. Stocke- 
scher Lésung usw.) unterstiitzt, dann verschwindet das Methamoglobin und 
es entsteht das Spektrum des reinen NO-Hamoglobins. Haldane sah die 
Bildung von NO-Hamoglobin auch bei der spontanen Faulnisreduktion 
auftreten. 

H. Pick berechnet das Normalpotential (/}) von Nitrit (2 NO, >NO 

NO;) in neutraler Lésung auf 0,49 Volt. NO hat nach seimer Be 
rechnung das Normalpotential + 0,355 Volt. Das Stickoxyd ist hiernach 
von beiden das starkere Reduktionsmittel. 


Beim Einleiten von NO in eine Lésung von Methamoglobin schlagt 
die braune Farbe der Lésung sehr schnell in ein helleres Rot um. Das 
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Methaimoglobin wird soweit reduziert, daB der Rotschatten spektr: 

skopisch nicht mehr erkennbar ist. Das Spektrum ist ein auffallen: 
weich und matt konturiertes NO-Haimoglobinspektrum. Die spektro 
graphische Messung ergibt den ziemlich flach verlaufenden Extinktions 
verlauf der Abb. 6, Nr. 1. Die Lage der Maxima 1JaBt sich nur an 
nahernd bestimmen. Der erste Schatten reicht von etwa 577 bis 572 my 
Die Hauptabsorption liegt etwa bei 574 mu, der zweite Schatten hai 
seine maximale Ausléschung bei etwa 540 my. Gegeniiber der Lage 
des Oxyhimoglobins zeigt sich eine Violettverschiebung, die auch 
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Abb. 6. 


Haurowitz beschreibt. Die Violettverlagerung der Schatten ist nicht 
so stark wie sie das CO-Hamoglobin gegeniiber dem Oxyhamoglobin 
aufweist. 

Durch Zugabe eines Reduktionsmittels [Na,S,0,, (NH,).8] wird 
das Spektrum in seiner Zeichnung harter. Die beiden Absorptionen 


. 


Tabelle XV. 





NO 


Hiaimoglobin- NO- : 
NO- Himoglobin 
Vol.-9/5 Kapazitit oJ 


6,75 com Wasser + NO (4 Min., 

100 mm Hg) + 0,25cem_ konz. 

Ferricyanid 
4,75cem Methamoglobin + 2,00cem 

Leukoindigodisulfonat + NO 

(4 Min., 100 mm Hg) + 0,25 cem 

Ferricyanid 11,35 10,77 
4,75cem Methamoglobin + 2,00 cem 

Wasser + NO (4 Min., 100 mm 

Hg) + 0,25 ccm Ferricyanid ... 5,75 5,14 
4,75cem Methamoglobin + 2,00 cem 

Wasser, evakuiert + NO (4 Min., 

100 mm Hg) + 0,25cem Ferri- 

cyanid 
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treten deutlicher und scharfer konturiert hervor. Die spektrographische 
Messung ergibt im sichtbaren Teil des Spektrums wesentlich intensivere 
Maxima, die bei 574 und 571 mp. (Abb. 6, Nr. 2) liegen. Der Violett- 
schatten hat die Hauptabsorption bei 416 my. Das Spektrum, das 
vorliegt, ist das des reinen N O-Hamoglobins. 

Die gasanalytischen Untersuchungen, die an einer mit Phosphat- 
puffer, pu — 7,0, versetzten Methaimoglobinlésung gemacht wurden, 
ergaben, das der Reduktionsgrad von dem Sauerstoffgehalt der Lésung 
abhangig ist (Tabelle XV). 

In sauerstofffreier Methamoglobinlésung (Nr. 4) ergibt Stickoxyd 
einen etwa 60% igen NO-Hamoglobingehalt. Bei Sauerstoffanwesenheit 
ist der Reduktionsgrad geringer. Er betrigt etwa 45° (Nr. 3). Durch 
die Anwesenheit von Sauerstoff wird das NO offenbar in héhere Oxy- 
dationsstufen iibergefiihrt, die von geringerer Reduktionswirkung 
sind. An der Luft erfolgt, ahnlich wie bei den iibrigen bisher erwahnten 
Reduktionsmitteln, die erneute Bildung von Methamoglobin. 


Tabelle XVL. 





C O-Hiimoglobin 
bzw. 
N O-Himoglobin 


2 4 
es = 
25 N 
on S 
=5 a 
a 
Ss iS 
eS. 
EM - 
Ton) ) 
__ w 
aad >) 4A 


6,75 com Wasser + CO 
(20mm Hg, 4 Min.) 
+ 0,25cem Ferricyanid 


6,75 cem frische, hamo- 

lysierte O,-Hamoglo- 

binlésung+CO (20mm 

Hg, 4 Min.) + 0,25cem 

Ferricyanid 100 % CO-Hamo- 
6,75 com Wasser globin 


+ 0,25cem Ferricyanid 


6,75cem O,-Hamoglobin 
+ Na,S, O, (in gering- 
sten Spuren) (= redu- 
ziertes Hamoglobin) 
+ NO+0,25 ccm Fer- 
ricyanid 11,35 10,77, 100% NO-Hamo- 
6,75cem O,-Hamoglobin globin 


(evakuiert bis reduzier- 
tes Hamoglobin vor- 
liegt) + NO + 0,25cecem 
Ferricyanid 11,29 10,71 100%, NO-Hamo- 
6,75cem O,-Hamoglobin ghia 
+ NO +0,25cem Ferri- 
5,94 5,36 47,2% NO-Haimo- 
globin 





256 QO. Sehmidt: 


Auf Oxyhimoglobin wirkt Stickoxyd zunachst methamoglobinbildend 
ein. Es zeigt sich ein intensives Methimoglobinspektrum, das nach weitere: 
NO-Behandlung in ein matt konturiertes, zweistreifiges N O-Hamoglobin 
spektrum iibergeht. Dieser Vorgang ist zuerst von Herrmann im Jahre 1865 
heschrieben worden. Herrmann glaubte ein Oxyhaimoglobin vor sich 
haben. 1868 weist er darauf hin, da8 sich die Absorption von Oxyham« 
globin verschieden verhalte. Hiifner und Otto sind (1862) der Ansieht, da 
alkalisches Methimoglobin vorliege. Bei spiteren Untersuchungen (1883 
(Hiifner und Kiilz) wird eine Lageveriinderung gegeniiber dem alkalische: 
Methimoglobin festgestellt. Mit reduziertem Blutfarbscoff fand_ bereit: 
Herrmann die recht intensive zweistreifige Absorption des reinen Stick 
oxydhimoglobins. 

Ich untersuchte die Einwirkung von NO auf Hamoglobin und Ox, 
hamoglobin und fand hierbei die Werte der Tabelle XVI. 

Xeduziertes Hamoglobin bindet hiernach das NO in gleicher 
Menge wie das CO (Nr. 2, 4, 5). Aus Oxyhimoglobin entsteht zunachst 
voriibergehend Methimoglobin, das durch NO in demselben Mabie 
reduziert wird wie eine sauerstoffhaltige Methamoglobinlésung (Nr. 6). 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da die Reaktion von Nitriten 
und NO auf Methamoglobin eine Reduktionswirkung darstellt, bei der 
das entstandene Hamoglobin eine Bindung mit dem NO eingeht 
Nitrite reduzieren weniger intensiv als Stickoxyd. Die Anwesenheit 
von Sauerstoff erhéht das Potential. Wird die Reduktion durch Zu- 
fiihren starkerer Reduktionsmittel-oder durch Faulnis erhéht, erfolgt 
die vollstandige Uberfiihrung in NO-Hamoglobin, das hinsichtlich der 
Lage seiner Maxima dem Oxyhamoglobin gegeniiber, wie schon gesagt, 


eine geringe Violettverschiebung und einen im ganzen flacheren Extink 


tionsverlauf aufweist. 


15. Untersuchungen iiber die Oxydation und Redyktion von N O-Haimoglobin. 


Das NO-Hamoglobin ist eine auBerordentlich feste Verbindung. 
die Oxydations- wie auch Reduktionseinfliissen gegeniiber sehr be 
standig ist. 

Jeweils gleiche Mengen einer sorgfiltig evakuierten mit Phosphat 
puffergemisch, po = 7,0, versetzten NO-Hamoglobinlésung wurden mit 
Farbstoffgemischen verschiedenen Potentials vermischt. Der NO-Gehalt 
wurde nach 15 Minuten langer Einwirkungsdauer nach Zusatz von Ferri 
eyanid und Absorption etwaiger Kohlenséiure durch Zusatz luftfreier Kal 
lauge bestimmt. Die Ausgangslésung war ein frisches, hiamolysiertes mensc! 
liches Blut, das durch mehrfaches Evakuieren in reduziertes Hamoglobin 
iiberfiihrt und mit NO behandelt wurde. 

Die mit Bindschedlers Griin und Chlorphenolindophenol her 
gestellten stark positiven Farbstofflésungen ergaben gegeniiber dem 
mit Wasser versetzten NO-Hamoglobin einen unveranderten NO- 
Gehalt. Eine Oxydation in Methamoglobin ist bei der Potentiallage 
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Tabelle XVII. 





- N O-Hamo- 
Potential NO globin 


Millivolt —Vol.-9 oF, 


teem NO-Hamoglobin + 1,5cem Wasser + 0,2 cem 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 

teem NO-Hamoglobin 1,5 ccm  Bindschedlers 
Griin, 50%, reduziert, nach 15 Min. + 0,2 cem 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 

teem NO-Hamoglobin + 1,5¢em Dichlorphenol- 
indophenol, 85%, reduziert, nach 15 Min. + 0,2. cem 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 

teem NO-Hamoglobin + 1,5cem Methyleriblau, 
85%, reduziert, nach 15 Min. + 0,2cem_ Ferri- 
evanid + 10cem KOH 

leem NO-Hamoglobin + 1,5 cem Brillantalizarin- 
blau, 85°, reduziert, nach 15 Min. + 0,2 ecm 
Ferricyanid + 1,.00cem KOH 

1,0 com NQO-Hamoglobin + 1,5 cem Neutralrot, 
85°, reduziert, nach 15 Min. + 0,2 cem Ferri- 
eyanid + 1,0cem KOH 

1,0cem NO-Hamoglobin + 1,5 cem Phenosafranin, 
85 % reduziert, evakuiert, nach 15 Min. + 0,2ccem 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 

1,0cem NO-Hamoglobin + 1,5 cem Phenosafranin, 
85% reduziert, nach 25 Min. + 0,2cem_ Ferri- 
eyanid + 10cem KOH 5. 1,10 D4 


von + 224 und + 194 Millivolt nicht eingetreten. Haurowitz erwahnt, 
da Chinon, dessen Potential bei etwa + 350 Millivolt liegt, gleichfalls 
kein Methimoglobin bildet. Ferricyanid, dessen Potential etwa_ bei 
450 Millivolt ist, verandert die rote Farbe des NO-Haimoglobins nur 
‘sngsam. 
Stark negativ eingestellte Farbstoffgemische fiihren zu einer 


langsamen Abspaltung des NO und zur Bildung von reduziertem 
Hamoglobin. Die Reduktion erfolgt aber erst in dem sehr stark nega- 


tiven Potentialbereich des Phenosafranins, dessen Potential negativer 
als das der Wasserstoffelektrode ist. Reduktionsmittel, deren Potential 
erheblich negativer als Phenosafranin ist, reduzieren dementsprechend 
vollstandig. Haurowitz fand bei Anwendung von Na,S,O, und (N H,),8 
ein Mischspektrum von reduziertem Hamoglobin und NO-Hamoglobin. 
Nach langerer Einwirkung liegt das Spektrum des reduzierten Hamo- 
globins vor. 

Da NO sich nur bei starkerer Reduktion abspalten laBt, ist das NO- 
Hamoglobin gegen Fiaulnis sehr widerstandsfahig. Haurowitz fand eine 
iiber mehrere Wochen hinreichende Haltbarkeit. In der Leiche ist dement 
sprechend eine grofe Bestandigkeit des NO-Hamoglobins zu erwarten. Bei 
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Beginn der Faulnisreduktion wird sich, ahnlich wie tm Reagensglas, ce; 
Methamoglobinanteil eines vorliegenden Mischblutes in N O-Hamoglo})in 
verwandeln, das erst bei stark fortgeschrittener Faulnisreduktion zu Han 
globin reduziert werden wird. Im Leichenblut ist demgemaéB zunachst ein: 
Zunahme in der Bildung des NO-Hamoglobins zu erwarten, das erst he; 
stark fortgeschritvener Faulnis abnehmen und schlieBlich ganz zugunsten 
des reduzierten Hamoglobins verschwinden wird. Bei nitritvergiftete: 
Meerschweinchen sah Laves unmittelbar nach dem Tod reichlich Methamo 
globin. 6 Stunden p. m. sah das Tierblut braunrétlich aus. 72 Stunden p. m 
lag reines NO-Hamoglobin vor. Laves beschreibt, das an den der Luft aus 
gesetzten Stellen stets Methamoglobin vorlag und dafi an anderen Stellen 
nach zeitweiser Reduktion sekundaér wiederum Methamoglobin in den 
Organteilen auftrat. Wenn ein dauernder Luftzutritt der Reduktions 
wirkung der Faulnis entgegensteht, oder wenn das Potential nicht bis zu 
volistandigen Uberfiihrung in NO-Hamoglobin gesunken ist, wird sich 
reines NO-Hamoglobin nicht bilden kénnen. Bei Vergiftung mit nitrosen 
Gasen beschreibt Laves eine vital und kurz post mortem bestehende intensiv 
Methamoglobinamie, der sich bereits 2 Stunden p. m. deutlich NO-Hamo 
globin beigesellte. Nach 7 Stunden war ausschlieBlich NO-Hamoglobin vor 
handen. 


Uber die Dauer der Haltbarkeit des NO-Hamogiobins in der Leichy 
fehlen bisher eingehende Untersuchungen. 


16. Untersuchungen iiber die Oxydation und Reduktion 
von € 0-Haimoglobin. 


Das CO-Hamoglobin ist, ahnlieh wie das NO-Hamoglobin, nur durch 


starke Oxydationsmittel in Methamoglobin zu iiberfihren. 


Ich untersuchte die Methamoglobinbildung an frisch der Vene ent 
nommenem menschlichem Blut, das durch mehrfaches Waschen in physiolo 
gischer Kochsalzlésung vom Serum befreit und mit der zwei- bis dreifachen 
Menge destillierten Wassers haimolysiert wurde. Die Lésung wurde mit 
'/, Volumenteil '/,;; mol. Phosphatpufferlésung auf pH = 7,0 eingestellt. 
2cem Blut wurden in der Kammer des van Stykeschen Apparates bei ver 
mindertem Druck mit CO gesattigt. Der CO-Gehalt wurde nach */,stiindiger 
Einwirkungsdauer eines Farbstoffgemisches wechselnden Potentials nach 
Zusatz von Ferricyanid und Absorption der Kohlenséure bestimmt. Der 
Methamoglobinanteil wurde durch Vergleichsbestimmungen derselben Blut 
menge, die statt des Farbstoffgemisches mit Wasser verdiinnt wurde. 
gemessen. Es ergaben sich folgende Werte (s. Tabelle XVIII): 


Bemerkenswert ist, daB, wie sich dies auch aus den Warburgschen 
Untersuchungen ergibt, das Methylenblau aus CO-Hamoglobin kein 
Methamoglobin bildet. Erst stark positiv eingestellte Farbstoffgemische 
iiberfiihren das CO-Hamoglobin zum kleinen Teil in Methamoglobin 
Das Potential, bei dem 50°, eines frisch hergestellten CO-Hamoglobins 
in Methamoglobin iiberfiihrt werden, ist etwa bei + 280 Millivolt zu 
suchen. Die Einwirkung von Belichtung, von Alter der Blutlésung unc 
Temperatureinfliissen, die fiir die Festigkeit der CO-Bindung von 
EinfluB sind, sind nicht naéher untersucht worden. 
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Tabelle XVIII. 





rlo} in 
co- Met- | # 

lan Poten- Kapa-  himo- Eo yvethimoglobin 
eine NE. tial zitat globin C O-Himoglobin 
st bet Millivolt Vol.-9/9| /9 Millivolt 
Mmsten 
iteten 2cecm Blut + 4,75cem Wasser 
laMo + CO + 0,25cem konz. Ferri- 
p.m cyanid 
oo 2ecem Blut + CO + 4,75 cem 
tellen Methylenblau, 50% reduziert, 
1 den nach 45 Min. + Ferricyanid .. 
tions cae 

; 2cem Blut + CO, 4,75 cem 


Is , 
4 Methylenblau, 10% reduziert, 


sich nach 45 Min. + Ferricyanid .. 
rosen 
DSIVE ‘ 2eem Blut + CO, 4,75 cem 


imo Wasser + 0,25 ccm Ferricyanid 
vol 2eem Blut + CO, 4,75 cem 
Toluylenblau, 50%, reduziert, 
nach 40 Min. + Ferricyanid .. 
2cem Blut + CO, 4,75 cem 
Toluylenblau, 10°, reduziert, 
nach 45 Min. + Ferricyanid.. 


OLE TLE 


2ecem Blut + CO, 4,75 cem 
Wasser, nach 45 Min. + Ferri- 


lurch cyanid 

2eem Blut + CO, 4,75cem Di- 
ent chlorphenolindophenol, 50 % 
siolo reduziert, nach 45 Min. + Ferri- 
chen ceyanid 
» mit 2cem Blut -+ CO, 4,75 cem Di- 
stellt. chlorphenolindophenol, 10 % 
ger reduziert, nach 45 Min. + Ferri- etwa 
dige: cyanid 0 
an 2eem Blut + CO + 4,75 ecm 
ig Wasser + 0,25cem konz. Ferri- 
Blut eyanid 

] 

urde, “7 

2eem Blut + CO + 4,75 eem 

Bindschedlers Griin, 50% redu- 
chen ziert, nach 45 Min. + Ferri- 
cyanid +. 2¢ 9,3 | 224 + 59 — 283 

kein 
liao |.2cem Blut + CO + 4,75 cem 
ee | Phenolblau, 50 % reduziert, 
»bin nach 40 Min. + Ferricyanid 227! 4,82 15,9 | 2274 48 
ybins 


t zu Die Abhangigkeit der Methamoglobiniberfiihrung der einzelnen 
und Hamoglobinverbindungen geht aus den bisherigen Untersuchungen 
von deutlich hervor. Am leichtesten laBt sich Oxyhdmoglobin zu Methimo- 

globin oxydieren. Das reduzierte Hamoglobin hat sein Normalpotential 
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hei 211 Millivolt. Das Normalpotential des CO-Hémoglobins liegt } 
rlwa + 280 Millivolt. Stickoxydhamoglobin ist selbst durch Chinon mit 
seinem stark positiven Potential nicht zu Methdmoglobin zu oxydier 

Gegeniiber der Einwirkung von Reduktionsmitteln ist das CO 
Hamoglobin von ahnlich groBer Bestandigkeit. Leukoneutralrot und 
Leukophenosafranin sind nicht in der Lage, CO-Hamoglobin zu redu 
zieren oder durch ihre Anwesenheit die Bindung des CO an das 
Hamoglobin zu verhindern. Natriumhydrosulfit, Hydrazinhydrat und 
Schwefelammonium fiihren erst nach langerem Abwarten und. nach 
vermehrtem Zusatz zu einer Abspaltung des CO bzw. einer Zerstérunyg 
des Hamoglobinkérpers. Die Festigkeit der CO-Verbindung ist dic 
Grundlage vieler spektroskopischer und chemischer Nachweisverfahren 
Sie erklart auch die lange Haltbarkeit des CO-Hamoglobins in de: 
Leiche und erméglicht es, den Nachweis von CO im Leichenblut selbst 
bei stark fortgeschrittener Faulnis unter Umstanden noch einige Monat: 
p.m. mit Erfolg vorzunehmen. 


17. Die Reduktion von Cyanhiimeglobin und seine Bildung in eyanhaltigen 
Blutlésungen. 

Ich untersuchte die Reduktionswirkung verschiedener negativer 

Farbstoffgemische auf das Cyanhamoglobin. Das Cyanhamoglobin wa: 

aus kristallisiertem Methimoglobin und KCN-Lésung, die durch ver 


diinnte Salzsiure gegen Lackmus neutralisiert war, hergestellt. Die 


Lésungen wurden durch reichlichen Zusatz von Phosphatpuffergemisch 
auf pu 7.0 eingestellt. Das bei der Reduktion entstandene Hamo 
globin wurde durch seine CO-Kapazitait bestimmt (Tabelle XIX). 

Das Cyanhimoglobin ist eine gegen Reduktionseinfliisse auferst 
bestandige Methamoglobinverbindung, die zu der Reduktion des 
dreiwertigen Eisens eines stark wirksamen Reduktionsmittels bedart 
Die Reduktion fallt in den Wirkungsbereich des Neutralrots. Pheno 
safranin reduziert innerhalb 15 Minuten vollstandig: ein Reduktions 
grad von 50%, liegt bei etwa 252 Millivolt. 

Die negative Potentialstellung der Cyanhimoglobin-Hamoglobin 
iiberfiihrung erklart die lange Haltbarkeit, die das Cyanhamoglobin 
vor dem Methamoglobin auszeichnet. Das Blut eines cyanvergifteten 
Hundes, das im Eisschrank aufbewahrt wurde, zeigte noch nach mehrere: 
Monaten ein unverandertes Cyanhimoglobinspektrum. Bei Zimme 
temperatur verliuft die Reduktion schneller. In einem abgeschlossenet: 
GefaB erfolgte die Reduktion innerhalb einer Woche. Luftzutritt lie!) 
erneut Cyanhamoglobin entstehen. 

Bei reichlicher Anwendung von Na,S,O,, (NH,),.S und ahnilic! 
wirksamen Reduktionsmitteln erfolgt die Reduktion innerhalb kurzer 
Zeit. Hierbei zeigt sich ein eigentiimliches Ubergangsspektrum von 
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Tabelle XIX. 





Cyanhiimo- 
Hiimoglobin 


Potential 


Hiimoglobin 


C O-Kapazitiit 
los 


Ey, ‘yanhiimoglobin 


Millivolt Vol.-° |, 


0,06 


Millivolt 


2 cem Cyanhamoglobin + 4,50 cem 
Wasser + CO 


2 ecem Cyanhamoglobin + 4,50 cem 
Indigodisulfonat, 90°, redu- 
ziert, nach 15 Min. + CO 


2 eem Cyanhamoglobin + 4,50 cem 
Kresylviolett, 90°, reduziert, 
nach 15 Min. + CO 


2 cem Cyanhamoglobin + 4,50 cem 
Brillantalizarinblau, 90°, redu- 
ziert, nach 15 Min. +CO.... : 0 


Derselbe Versuch — § etwal) 
2 com Cyanhamoglobin + 4,50 ccm 
Neutralrot, 80% reduziert, nach 
15 Min. + CO : 2.96 | 92,: 0,065 


2cem Cyanhémoglobin + 4,5 cem 
Neutralrot, 90°, reduziert, nach 
15 Min. + CO : 2,32 95,8 |— 0,078 


2cem Cyanhémoglobin + 4,5 ccm 
Phenosafranin, 90 % reduziert, 
nach 15 Min. + Co 554 2,38 100 


Derselbe Versuch -— 554 2,36 100 


dem Typ eines Haimochromogenspektrums, das bei vorsichtiger An- 
wendung von Natriumhydrosulfit recht bestandig ist. Der erste sehr 
harte Schatten liegt bei 565 my, die zweite Absorption bei 543 my. 
Bei der spektrographischen Messung erhielt ich einen Extinktionsverlauf, 
dessen logarithmische Werte fiir ¢ in der Tabelle XX angegeben sind. 

Bei vermehrtem Na,S,0,-Zusatz entwickelt sich das Spektrum 


des reduziertem Hamoglobins. Dieses Ubergangsspektrum, das V/és 


(1920) bereits gesehen hat und als ,,Hamochromogen Z** beschreibt, 
wird auch von Haurowitz als ein Himochromogenspektrum angesehen. 
Das Auftreten dieses Zwischenproduktes vom Typ eines Hamo- 
chromogens deutet auf eine voriibergehende tiefere Umlagergung im 
Molekiil, die wahrend der Reduktion vor sich geht, hin. 

Der Ubergang von Hamoglobin zu Cyanhamoglobin liegt in ahnlich 
negativem Potentialbereich wie seine Reduktion.  Frisches cyan- 
haltiges, hamolysiertes, menschliches Blut (px 7,0) ergab mit Farb- 
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Tabelle XX. 





Wellenliinge in mu 


* 


- 


a1-1% 
Pal 


(56d) (543) 
567 Ab: 54" 540 
571 536 
573 532 
576 526 
580 520 
584 4 514 
588 511 
592 506 
595 (493) 
598 
602,5 
605 
611 
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stoffgemischen nach 15 Minuten Reaktionsdauer die in der Tabelle XX] 
aufgefiihrten Hiamoglobinwerte, deren prozentualer Anteil durch 
entsprechende Kontrolluntersuchungen ermittelt wurde. 

Die Bildung von Cyanhaimoglobin geht hiernach bei simtlichen 
Farbstoffgemischen vor sich, die positiver als das Phenosafranin sind 
Die Oxydation vollzieht sich langsam, sie ist innerhalb 15 Minuten in 


keinem der untersuchten Faille beendet. Je positiver das Potential 
desto schneller verlauft der Vorgang. Das negative Potential des 
Phenosafranins verhindert die Cyanhimoglobinbildung. 

Die Anwesenheit von Cyan begiinstigt nach diesen Untersuchungen 
die Uberfiihrung des zweiwertigen Hamoglobineisens in die Methamo- 
globinform. Die Oxydation vollzieht sich ebenso wie die Reduktion 
in stark negativem Potentialbereich. Die Reduktion verlauft anscheinend 
schneller als die Oxydation. Der Vorgang ist reversibel. Der Ubergang 
von Hamoglobin in Cyanhamoglobin ist in seiner Auswirkung einem 
reversiblen Redoxsystem gleichzusetzen. Der Unterschied von dem 
Methamoglobin-Hamoglobinsystem besteht darin, daB die Anwesenheit 
von Cyan das System in einen wesentlich negativeren Potentialbereich 
hineinriickt. 

In der anorganischen Chemie fiihrt die CN-Bindung in gleicher Weise 
zu einer Herabsetzung der Oxydationsintensitaét. Ein Beispiel dieser Art 
ist die verschiedene Redoxstellung von 

Fe(CN)0" > Fe(CN),": Ey = + 0,44 Volt 
und 
Fe’ —Fe™": HE, = + 0,75 Volt, 
und ebenso: 


Mn(CN),"” +> Mn(CN),’: Ey, = — 0,72 Volt; 


6 


Mn" —>Mn™: E, = + 1,511 Volt. 
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Tabelle XXI. 





co- 
K zi- 
Potential = Hamoglobin 


Millivolt  Vol.-/5 
1,0cem Blut + 1,5 cem 5 %ige Ferricyanid- 
losung +CO (bei 20mm Hg, 4 a 
+ 0,2cem Ferricyanid + 1,0ccom KOH. 


1,0cem cyanhaltiges Blut + 1,5cem Dichlor- 
phenolindophenol, 50% reduziert, nach 
15 Min. + CO (20mm Hg, 4 Min.) + 0,2ccm 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 2 ; 19,6 % 


1,0cem cyanhaltiges Blut +1,5ccem Methylen- 
blau, 85 % reduziert, nach 15 Min. + CO 
(20mm Hg, 4 Min.) + 0,2cem Ferricyanid 
+1,0cem KOH 30,9 % 


1,0cem cyanhaltiges Blut + 1,5ccm Brillant- 
alizarinblau, 80 % reduziert, nach 15 Min. 
+ CO (bei 20mm Hg, 4 Min.) + 0,2 cem 
Ferricyanid + 1,0cem KOH 


1,0 cem cyanhaltiges Blut + 1,5 ecm Neutral- 
rot, 85%, reduziert, nach 15 Min. + CO 
(bei 20 mm Hg, 4 Min.) + 0,2 cem Ferri- 
cyanid + 1,0cem KOH é 3,67 


1,0cem cyanhaltiges Blut + 1,5 cem Pheno- 
safranin, 90% reduziert, nach 15 Min. 
+ CO (bei 20mm Hg, 4 Min.) + 0,2 cem 
Ferricyanid + 1,.0cem KOH nAd 6 100 % 


10cem Blut + 1,5cem Wasser + CO (bei 
20mm Hg, 4 Min.) + 0,2 cem Ferricyanid 
+1,0cem KOH 1.69 


Warburg erhielt aus Hamoglobin in CO-haltiger, sauerstofffreier 
Atmosphare durch Methylenblau kein Methimoglobin!. Er ist der 
Meinung, da Methamoglobin aus dem reduziertem Blutfarbstoff 
entstehe, dessen Konzentration in Co-haltigem Blut so klein sei, daB 
Methamoglobin sich nicht bilden kénne. Bei der Anwesenheit von 
Cyan erhielt er dagegen reichlich Cvanhamoglobin, weil, wie er annimmt. 
die Blausaure das entstandene Methamoglobin aus der Lésung entferne 
und auf diese Weise die Reaktion zugunsten der Methamoglobinbildung 
verschiebe.*‘ 

Demgegeniiber erklart sich die Bildung von Cyanhamoglobin 
zwangslaufig aus der negativen Potentialstellung, die das Cyanhamo- 
globin gegeniiber dem Methamoglobinsystem einnimmt. Bei Anwesenheit 
von Cyan ist das Potential des Methylenblaus positiv genug, nicht nur 
aus Oxyhamoglobin, sondern auch aus reduziertem Hamoglobin. aus 


' Diese Zeitschr. 227, 258, 1930. 
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CO-Haimoglobin und NO-Hamoglobin das Cyanmethimoglobin 
bilden. 

Die negative Verschiebung der Redoxstellung durch Cyanbinduny 
ist fiir die Erklarung biologischer Vorginge von gréBter Bedeutung 
Durch die Blauséure wird das katalytisch wirksame Wechselspic| 
zwischen Oxydation und Reduktion in einen stark negativen Potentia| 
bereich verlegt. Damit riickt die Redoxstellung des Haimoglobineise, 
systems aus dem Einwirkungsbereich des normalen Potentialgefilles 
der Korpersifte und Gewebe heraus. Die Oxydation und Reduktion 
des Hamoglobineisens wird gestért, das System wird gelahmt oder 
ginzlich auBer Funktion gesetzt. Die Cyanvergiftung ,,unterbricht di 
innere Atmung.** Welche Rolle das Methimoglobin fiir den lebenden 
Organismus spielt, ist bisher noch wenig bekannt. Von gréBter Bi 
deutung ist nach dem Stand unseres heutigen Wissens die Funktion 
anderer eisenhaltiger hamoglobinahnlicher Stoffe. Bei ihnen besteht 
in gleicher Weise eine erhéhte Affinitat ihrer oxydierten Stufe zu dem 
Cyan. Die Cytochrome und das eisenhaltige Atmungsferment verlieren 
bei Anwesenheit von Cyan unter gewéhnlichen Bedingungen _ ihre 
katalytische Wirkung. Offenbar wird auch bei diesen eisenhaltigen 
Stoffen die Reduzier- und Oxydierbarkeit in einen anderen, von der 
Norm abweichenden Potentialbereich verlegt, so daB das katalysatorisch 
wirksame Wechselspiel der Oxydation und Reduktion bei dem normaler 
weise gegebenen Potentialgefille nicht mehr vor sich gehen kann. Fiir 
die Lebensvorginge wird das cyanhaltige System unbrauchbar. Wenn 
die Redoxstellung der einzelnen eisenhaltigen cyangebundenen Fermente 
auch bisher nicht naher untersucht worden ist, so liegt es nahe, bei 


ihnen ahnliche Verhaltnisse anzunehmen, wie sie bei dem Cyanhamo 


globin gegeben sind. 


18. Die Reduzierbarkeit des Fluormethimoglobins. 


Das Fluormethimoglobin ist gegeniiber Reduktionseinfliissen 
nicht annahernd von der Festigkeit wie das Cyanhimoglobin. Die 
Haltbarkeit ist ahnlich wie die des Methamoglobins. In offenem Gefil 
unterliegt das Fluormethamoglobin innerhalb von 2 bis 3 Tagen den 
autoreduktiven Prozessen, die es in Hamoglobin iiberfiihren. Das 
Reduktionspotential liegt dabei auf so positiver Seite, daB die Reduktions- 
stirke von Methylenblau negativ genug ist, das Fluormethamoglobin 
vollstandig zu reduzieren. Auch Kresylblau, Leukokresylblaulésunge) 
iiberfiihren in Hamoglobin. Aquimolare Reduktion liegt im Bereich des 
Toluylenblaues (Ey, = etwa + 85 Millivolt). 

Ich untersuchte ein aus kristallisiertem Methamoglobin durch 
Zusatz von NaF hergestelltes Fluormethimoglobin, das durch reich- 
lichen Phosphatpufferzusatz auf py = 7,0 eingestellt war. Die Farb 
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Tabelle XXII. 





Hiimo- 
— co globin- EK 
tia gehalt re 


|| Millivolt) Vol.-9/, 9 Millivolt 


2,0cem Fluormethamoglobin + 4,5 com Wasser 
+CO (40mm Hg, 4 Min.) + 0,5 cem_ konz. 
Ferricyanid + KOH 


2,0cem Fluormethamoglobin +- 4,5 cem Dichlor- 
phenolindophenol, 80 % reduziert + CO (40mm 
Hg, 4 Min.), nach 20 Min. + Ferricyanid-+K OH 


2,0 com Fluormethémoglobin + 4,5 cem Toluylen- 
blau, 50% reduziert + CO, nach 20 Min. 
+ Ferricyanid -+ KOH 80,6 


2,0 cem Fluormethimoglobin + 4,5 ccm Toluylen- 
blau, 80% reduziert + CO, nach 20 Min. 
+ Ferricyanid + KOH 98 | 3,38 44,7 


?,0cem Fluormethamoglobin + 4,5 com Kresyl- 
blau, 80° reduziert + CO, nach 20 Min. 
+ Ferricyanid + KOH ; 

2,0 ccm Fluormethamoglobin + 4,5cem Methylen- 
blau, 80 % reduziert + CO, nach 20 Min. 
+ Ferricyanid + KOH 


2,0 com Fluormethamoglobin + 4,5 cem Indigodi- 
sulfonat, 80% reduziert + CO, nach 20 Min. 
+ Ferricyanid + KOH ~ 3 | 100 


os . oe + . 
stofflésungen wurden in gréBerem UberschuB verwendet. Die erhaltenen 


Volumenprozente CO und die daraus berechneten Hamoglobinanteile 
und die Werte fiir /, sind in der Tabelle X X11 aufgefiihrt. 
19. Die Katalytische Funktion des Methimeoglobin-Himoglobineisens. 


Warburg und seine Mitarbeiter haben die Bedingungen, unter denen 
das Methamoglobineisen katalytisch wirksam ist, eingehend untersucht. 
Die Potentialstellung der von ihnen benutzten Systeme wird in den 
Arbeiten nicht weiter beriicksichtigt. Betrachtet man die Unter- 
suchungsergebnisse von potentiometrischer Seite, dann laBt sich ftir 
die katalytische Wirkung des Hamoglobin-Methamoglobineisens eine 
bestimmte Gesetzmdafigkeit erkennen. 

In den Untersuchungen wird gezeigt, daB der Sauerstoff einen 
Koérper durch die katalytische Wirkung des Methamoglobineisens 
oxydiert. Die oxydierte Substanz selbst ist nicht sauerstoffempfind- 
lich. Sie wird lediglich durch das dreiwertige Methimoglobineisen 
oxydiert. Das Methamoglobin wird durch diesen Oxydationsvor- 
gang reduziert. Damit die Reaktion mit dem Verschwinden des 
Methamoglobins nicht ihr Ende findet, muB fiir eine stete Erneuerung 
des verbrauchten Methimoglobins gesorgt werden. Das wird durch 
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ein zweites sauerstoffempfindliches Redoxsystem erreicht, dess 
Potentialstellung so gewahlt ist, daB das reduzierte Himoglobin bz\ 
Oxyvhaimoglobin in Methimoglobin tiberfiihrt wird. 

Es reagieren: 1. ein sauerstoffempfindliches Redoxsystem, das 
methimoglobinbildend wirkt, 2. das nicht auf Sauerstoff ansprechbare 
Methamoglobin /Hamoglobinsystem, 3. ein durch molekularen Sauer- 
stoff nicht oxydierbarer Ko6rper, der durch das dreiwertige Methamo- 
globineisen irreversibel gespalten wird, und 4. Sauerstoff. 

Der Ablauf der Reaktion setzt ein Potentialgefalle voraus, das 
sich durch folgendes Schema wiedergeben laiBt: 


O, —> Redoxsystem — Hamoglobin-Methimoglobinsystem — 
(sauerstoffempfindlich) (bzw. Oxyhamoglobin-Methaémoglobin) 


— mit molekularem Sauerstoff nicht reagierende, durch dreiwertiges 
Haimoglobineisen irreversibel oxydierbare Substanz. 


In den Warburgschen Versuchen findet sich in allen Fallen, in 
denen die Voraussetzungen dieses Schemas erfiillt sind, ein katalytisch 
wirksamer Vorgang, der unter Sauerstoffverbrauch einen irreversiblen, 
mit molekularem Sauerstoff direkt nicht durchfiihrbaren Oxydations- 
prozeB herbeifiihrt. Ein bezeichnendes Beispiel dieser Art ist die Ver 
brennung von Glucose bei Anwesenheit von Sauerstoff, Methylenblau 
und Hamoglobin!. Der Sauerstoff bildet Oxyhamoglobin, das durch 
das Methylenblau in Methamoglobin oxydiert wird. Das Methaimo. 
globin oxydiert die Glucose zu einem irreversiblen Oxydationsprodukt. 
Das durch die Methimoglobinbildung entstandene Leukomethylenblau 
und das Haimoglobin werden durch den Luftsauerstoff erneut oxydiert. 
so daB die Bildung von Methamoglobin aus dem Hamoglobin stets 
erneut stattfindet und die Reaktion bei geniigender Sauerstoffzufuhr 
erst mit der vollstindigen Zuckerverbrennung ihr Ende findet. Die 
reagierenden Systeme ordnen sich in das fiir den Reaktionsablauf not- 
wendige Potentialgefalle ein. Eytethyiendiau St, Wenn 95°, ige Oxydations- 
stufe angenommen wird, - 49 Millivolt. Der 50°ige Ubergang von 
Oxyhaimoglobin in Methaimoglobin liegt bei etwa + 37 Millivolt. 
Eyethytenblau > Eoxyhimoglobin-Methimoglobin- Die Glucose besitzt ein so- 
genanntes Grenzpotential, das sich nach dem Stande unseres heutigen 
Wissens nicht genauer definieren 1iBt. Die Potentialstellung irre- 
versibel spaltbarer Substanzen hangt von vielen bisher nicht generell 
bekannten Faktoren ab. Im vorliegenden Falle mu® das Zucker- 
potential negativer als das des Methimoglobin-Hamoglobinsystems an- 
genommen werden, da sonst eine Reduktion des Methimoglobins bzw. 
eine Oxydation des Zuckers iiberhaupt nicht eintreten kann. Es ist 


i ] . E Ps 
also 4 Himoglobin-Methimoglobin ” 44 Glucose’ 


1 Diese Zeitschr. 227, 248, 1930. 
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In einer anderen Versuchsreihe benutzt Warburg als methamo- 
globinbildendes Redoxsystem zwei- und dreiwertiges Hamineisen, das 
durch Phenylhydrazin erhalten wird!. Das Hamineisen ist in gleicher 
Weise sauerstoffempfindlich wie irgendein zugesetztes Farbstoff-Leuko- 
farbstoffgemisch. Hamin oxydiert zweiwertiges Himoglobineisen zu 
Methamoglobin. Die Voraussetzungen einer katalytisch wirkenden 
Zuckeroxydation sind also in der gleichen Weise erfiillt wie bei den 
Arbeiten mit irgendeinem reversiblen, sauerstoffempfindlichen, ge- 
niigend potentialpositiven Farbstoff. 

Bei der Anwendung von Phenylhydroxylamin? sind die Versuchs- 
bedingungen im Prinzip die gleichen. Die Reaktionsteilnehmer: Sauer- 
stoff, Phenylhydroxylamin und Glucose bewirken das katalytische 
Wechselspiel von zwei- und dreiwertigem Hamoglobineisen, das solange 
vor sich geht, wie Sauerstoff und Zucker anwesend sind. 

Ist das methamoglobinbildende System kein reversibles System, 
dann muB die Reaktion mit dem Verbrauch des Oxydationsmittels 
und Methamoglobins ihr Ende finden. Ein Beispiel dieser Art findet 
sich in den Warburgschen Untersuchungen bei der Verwendung von 
Amylnitrit?. Mit der Reduktion des zugefiigten Amylnitrits und 
des dreiwertigen Hamoglobineisens hat der Reaktionsablauf seinen 
endgiiltigen AbschluB, da erneut Amylnitrit selbst bei Anwesen- 
heit von Sauerstoff nicht auftritt. Warburg findet dementsprechend in 
einer mit Amylnitrit behandelten und nachtraglich gewaschenen Blut- 
kérperchenaufschwemmung, die auf Glucose einwirkt, einen Sauerstoff- 
verbrauch, der der Himoglobinkapazitat der Ausgangslésung entspricht. 
Warburg glaubt, um das Fehlen eines katalytisch wirksamen Vorganges 
zu erklaren, verschieden wirksame Methamoglobine annehmen zu 
miissen. Eine Erklirung dieser Art ist tiberfliissig, wenn man sich die 
potentiometrische Seite dieses Vorganges vor Augen halt. 

Wiirde man als oxydierende Substanz ein nicht sauerstoffempfind- 
liches Redoxsystem, etwa Ferro- und Ferricyanid, benutzen, dann 
wiirde der ProzeB mit dem Verbrauch des Ferricyanids und Methamo- 
globins ebenfalls enden, da Sauerstoff auf Ferrocyanid nicht oxydierend 
wirkt und der ProzeB somit nicht katalytisch verlaufen kann. 

Ist in einer katalytisch wirksamen Reaktion der Sauerstoff durch 
CO ersetzt und wird als Oxydationsmittel Methylenblau verwendet, so 
erfolgt keine Katalyse, da das Potential dieses Farbstoffes nicht positiv 
genug ist, CO-Hamoglobin zu Methimoglobin zu oxydieren. Ein 


) >» T >» 4 i » j , y € iY iY ie 

Potentialgefalle liegt nicht vor, da Eeo-qamogiovin > YMethylendlan it. 
Selbst wenn man mit einem Farbstoff von geniigender Oxydations- 
starke, der CO-Hamoglobin in Methamoglobin iiberfiihrt, arbeiten wiirde, 


! Diese Zeitschr. 242, 184, 1931. 2 Ebenda 242, 192, 1931. 
Ebenda 227, 26€, 1930. 
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koénnte die Reaktion nicht katalytisch verlaufen, da das CO nicht in 
der Lage ist, den durch die Methamoglobinbildung entstandenen Leuko 
farbstoff erneut zu oxydieren. Es ist dies der Grund, warum CO aut 
katalytische Vorginge lahmend einwirken mup. 

Aus den gleichen Griinden wie durch CO muB die Katalyse auc, 
durch NO gehemmt werden. Die Hemmung durch N O ist zwar bisher ay 
dem Hamoglobin/Methaimoglobinsystem nicht naher untersucht worden 
wohl aber bei Zellhaminen bekannt. Die Unterbrechung der Reoxydation 
des Farbstoff-Leuko-Farbstoffgemisches und das stark positive Potentia| 
das fiir die Oxydation von NO-Hamoglobin zu Methaimoglobin erforde: 
lich ist, erschweren und verhindern die stets sich erneuernde Bildung 
von Methimoglobin, die den katalytisch wirksamen ProzeB ausmacht 

In einem ReaktionsprozeB, bei dem molekularer Sauerstoff durch, 
katalytisch wirkendes Hamoglobineisen fiir die Oxydation eines irre 
versibel spaltbaren K6érpers verwendet wird, hat das Haimoglobin Met 
hamoglobinsystem eine Mittelstellung zwischen der Reduktionswirkung 
des irreversibel spaltbaren Korpers einerseits und der Oxydations- 


wirkung des methimoglobinbildenden Systems andererseits. In welchem 


AusmaB die Blutlésung wahrend der Katalyse Methaimoglobin enthalt, 
ist von dem Potentialniveau, bei dem die Reaktion vonstatten geht 
abhangig. Verlauft die Reduktion des Methamoglobins mit gréBerer 
Geschwindigkeit als es sich bildet, so zeigt das Blut wahrend des Vor 
ganges kein Methamoglobin. Das ist in den Warburgschen Unter 
suchungen beispielsweise bei der Methylenblaukatalyse zuckerhaltiger 
Blutzellen der Fall. Erfolgt die Bildung von Methimoglobin jedoch mit 
eréBerer Geschwindigkeit als seine Reduktion, dann muB sich Met 
hamoglobin begreiflicherweise in der Lésung anhaufen. Ein Beispiel 
dieser Art beschreibt Warburg bei dem mit Phenylhydroxylamin er 
zeugten Methamoglobin, das auf Glucose einwirkt. Fiir diese bei 
potentiometrischer Betrachtung zwangslaufig sich ergebende Folgeruny 
vermag Warburg keine Erklarung zu finden. Er schreibt!: ,,Chemisch 
unerklart, aber fiir die Theorie der Atmung von groBber Bedeutung ist 
die Tatsache, da durch Phenylhydroxylamin erzeugtes Methamo- 
globin, wenn es in Gegenwart von Sauerstoff (mit Glucose) reduziert 
wird, nicht Oxyhaimoglobin, sondern wieder Methamoglobin gibt.’ 
Wiirde man die Reduktion nicht mit einem langsam wirkenden Zucker. 
sondern mit einem mit gréBerer Geschwindigkeit arbeitenden Reduktions- 
mittel, etwa Na,S,O, ausfiihren, wiirde sich, trotz der Gegenwart von 
Sauerstoff, reduziertes Himoglobin im Versuch zeigen. Unterbindet man 
in derartigen Versuchen die Sauerstoffzufuhr, dann wird die Methamo 
globinbildung gehemmt und es iiberwiegen die Reduktionsvorgange 


1 Diese Zeitschr. 242, 189, 1931. 
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Methamoglobin wird zu Hamoglobin reduziert, dessen Sauerstoff- 
kapazitat den Ausgangswert der Blutlésung erreicht. 

Werden die Atmungsversuche ohne Zusatz von Glucose vor- 
venommen, dann findet Warburg den Sauerstoffverbrauch erheblich 
erniedrigt. Was in solchen Fallen verbrannt wird, laBt sich nicht 
naher bestimmen. Es kénnen Verunreinigungen, Kohlenhydratreste 
oder auch EiweiBstoffe sein. Der Vorgang ist der gleiche wie der, den 
ich bei meinen Untersuchungen als ,,autoxydablen ReduktionsprozeB*‘ 
bezeichnet habe. Er fiihrt bei ungeniigender Sauerstoffzufuhr eine 
spontane Reduktion des Methamoglobins in Hamoglobin herbei. 

Bei Anwesenheit von Blausaure entsteht bei der Katalyse aus dem 
dreiwertigen Hamoglobineisen das Cyanhamoglobin. Hierdurch wird 
die Reduktion des Methimoglobinsystems von ++ 211 Millivolt (£4) 
nach der negativen Seite hin auf 252 Millivolt verschoben. Ob die 
Katalyse auch unter diesen verinderten Bedingungen noch vor sich geht, 
ist von der Reduktionsstarke der Substanz, die verbrannt wird, ab- 
hingig. Das System kann nur dann wirksam sein, wenn das Potential- 
gefille durch die ,,Negativverschiebung“ nicht unterbrochen wird. 
Wir sind iiber die Potentiale irreversibel spaltbarer organischer Stoffe 
bisher wenig unterrichtet. Die GesetzmaBigkeit, nach der das Potential 
sich einstellt, kennen wir nicht. Die Reduktionsstarken, die gemessen 
wurden, stellen kein endgiiltiges Gleichgewicht dar. Sie sind als 
..kritische Potentiale‘’ oder ,,Grenzpotentiale’‘ bezeichnet worden, 
worunter der negativste Potentialwert, der unter den gegebenen Be- 
dingungen erreicht wurde, verstanden wird. Fermentative Prozesse, 
Aktivierungsvorginge und ahnliche unbekannte Faktoren sind fiir die 
entstehenden Spaltungsprodukte und ihre Potentialeinstellung von 
Bedeutung. Ob die Blausiure die Katalyse hemmt, ist von der Stellung 
des Grenzpotentials, das unter den gegebenen Bedingungen erreicht 
wird, abhangig. Ist dieses Potential negativer als die Reduktion von 
Cyanhamoglobin in Hamoglobin, kann der Vorgang trotz Anwesenheit 
von Blausaéure katalytisch verlaufen. Fille, in denen _ irreversibel 
spaltbare organische Kérper eine so negative Potentialstellung ge- 
winnen, daB sie zur Reduktion von Cyanhaimoglobin in der Lage sind, 
scheinen auBerst selten zu sein. Die lahmende Funktion der Blausaure 
ist, weil das notwendige Potentialgefalle nicht erreicht wird, eine fast 
allgemeine. 

Die gleiche potentiometrische Gesetzmabigkeit, die fiir die kata- 
lytische Wirksamkeit des Himoglobin /Methamoglobinsystems besteht, 
wird man bei katalytischen Funktionen wohl ganz allgemein annehmen 
kénnen. In der Wirkung der Zellhimine und anderer metallhaltiger 
hamoglobinahnlicher Fermente zeigen sich die gréBten Ubereinstim- 
mungen. Wir werden itiber diese Fragen ein besseres Urteil haben, wenn 
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uns die Grenzpotentiale der verbrennenden Substanzen und die Redox. 
stellung der Katalysatoren und ihrer Derivate, die in dieser Arbeit in 
Ansehung des Hamoglobin-Methamoglobins gemessen wurden, nahe1 
bekannt sein werden. 


20. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Die Untersuchungen iiber die Redoxstellung des Methamoglobin 
Hamoglobinsystems werden mit Hilfe genau definierter Farbstoff-Leuko- 
Farbstoffgemische vorgenommen. Die Farbstofflésungen werden dem 
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Hamoglobinsystem in reichlichem UberschuB8 zugegeben. Sie sind 
infolgedessen fiir das Potential bestimmend nd wirken als Reduktions 
bzw. Oxydationsmittel bestimmter Starke. Der Potentialbereich der 
verwendeten Farbstofflésungen reicht von etwa +- 350 bis — 550 Milli- 
volt. Der Hamoglobin- bzw. Methamoglobingehalt wird teils durch 
CO-Kapazitatsbestimmungen, teils durch spektrographische Messungen 
ermittelt. 

Fiir die Uberfiihrung von Methamoglobin in Hamoglobin gilt bei 
Abwesenheit von Sauerstoff die fiir Redoxsysteme geltende Formel: 
n 1: Ey, das Normalpotential, bei dem der aquimolare Ubergang 
von zwei- zu dreiwertigem Hamoglobineisen vorliegt, wird fiir die ver 
schiedenen Hamoglobin- und Methimoglobinverbindungen bei py = 7,0 
ermittelt. Die gefundenen Werte sind in Abb. 7 auf eine gemeinsame 
Potentialskala aufgetragen. Aus ihr sind die ,,Existenzbereiche’: der 
einzelnen Haimoglobin- und Methamoglobinverbindungen ersichtlich. 

Ein kiinstlich hergestelltes Methamoglobin wird bei etwa + 211 Milli- 
volt zur Halfte in Haimoglobin reduziert. Frisches menschliches Blut 
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wird bei Abwesenheit von Sauerstoff etwa in dem gleichen Potential- 
abschnitt zu Methimoglobin oxydiert. Oxyhimoglobin ist dagegen 
durch erheblich geringer wirksame Oxydationsmittel in Methaimoglobin 
zu iiberfiihren. Der aquimolare Ubergang liegt vermutlich bei etwa 
{ 37 Millivolt. 

Das fiir Oxyhimoglobin und Hamoglobin geltende Normalpotential 
(E,) findet sich bei etwa + 102 Millivolt. 

Bei der Reduktion von Methimoglobin in sauerstoffhaltiger Lésung 
erscheint als Zwischenprodukt eine Bindung des Sauerstoffs mit dem 
bei der Reduktion entstandenen Himoglobin. Das Oxyhimoglobin ist 
in diesem positiven Potentialbereich nicht existenzfahig. Es wird 
allmahlich in Methaémoglobin reoxydiert. Reduktion fiihrt zu Hamo- 
globin. 

Die gebrauchlichsten Reduktionsmittel zeigen in ihrer Wirkung 
das gleiche Bild. Als Zwischenprodukt tritt Oxyhaimoglobin auf, dessen 
Menge von dem Grad der Reduktion und der Menge des anwesenden 
Sauerstoffs abhangig ist. Das Oxyhimoglobin wird bei Zufuhr von 
Luftsauerstoff, in Methamoglobin reoxydiert. Weitere Reduktion fiihrt 
zu Hamoglobin. Ist statt Sauerstoff CO in der Lésung, bildet sich CO- 
Hamoglobin, das gegen Reduktionseinfliisse auBerst bestandig ist. 
Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Schwefelammonium, Hydrazinhydrat, 
Ferrotartrat, Natriumhydrosulfit und Faulnisprozesse zeigen in ihrer 


EKinwirkung auf das Methamoglobin keinen prinzipiellen Unterschied. 
Der von Keilin als ,,Sulfmethaimoglobin’’ beschriebene Korper ist 
nichts anderes als ein bei der Reduktion von Methamoglobin auftretendes 
Oxyhamoglobin. 


Die verschiedene Stellung des Oxydationspotentials von Hamo- 
globin und Oxyhamoglobin erklart, daB Oxyhamoglobin durch wesent- 
lich schwachere Oxydationseinwirkungen in Methaimoglobin zu iiber- 
fiihren ist als das reduzierte Hamoglobin. Dieses Verhalten macht 
es verstindlich, dafs auf Oxyhimoglobin Substanzen methamoglobin- 
bildend einwirken, die wegen ihrer sonstigen reduzierenden Eigen- 
schaften als ,,Reduktionsmittel‘’ bekannt sind. Durch Sauerstoff- 
aufnahme bzw. Abgabe von Wasserstoff kénnen hierbei Oxydations- 
produkte entstehen, deren Potentialstellung gegeniiber der reduzierten 
Form entsprechend erhéht ist. 

Das reduzierte Himoglobin verlangt zu seiner Oxydation in Met- 
hamoglobin dagegen ein sehr stark positives Potential, das nur solche 
Stoffe besitzen, die allgemein als ,,Oxydationsmittel‘’ bekannt sind. 
Methylenblaulésungen wirken auf den reduzierten Blutfarbstoff nicht 
oxydierend ein. 

Das Methamoglobin ist in der Leiche verschieden lange haltbar, je 
nach der Menge der vorhandenen methaimoglobinbildenden Substanz, 
ihrer Potentialstellung und dem Grad der Faulnisreduktion. Giftstoffe 
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von stark positivem Potential bilden eine bessere Beschwerung a 
Reduktionsmittel, die zur Methamoglobinbildung Sauerstoff bediirfe: 

Die Neubildung von Methamoglobin, die kurz p.m. in der Leich: 
auftreten kann, ist durch vital bestehende Membranundurchlassigkei: 
oder verminderte Zelldurchgangigkeit der methamoglobinbildende; 
Substanz zu erklaren. 

Das bei der Sektion, d.h. bei Luftzufuhr, neu auftretende Met 
hamoglobin ist auf die erneute Oxydation der methimoglobinbildende: 
Substanz, die auf das Potential einen erhéhenden EinfluB haben kann, 
und vor allem auf die verschieden starke Oxydierbarkeit von Hamo 
globin und Oxyhamoglobin zuriickzufiihren. 

Das NO-Hamoglobin ist gegen Oxydationseinfliisse auBerst wider 
standsfahig. KH, ist bei etwa + 380 Millivolt zu vermuten. Nitrite sind 
von starkerer Oxydationswirkung als das Stickoxyd. Die Anwesenheit 
von Sauerstoff erhéht das Oxydationspotential des NO. Bei der Ein 
wirkung von Nitriten oder NO auf Oxyhamoglobin entsteht ein Misch. 
spektrum aus NO-Hamoglobin und Methaimoglobin. Reduktions. 
einfliisse fiihren zu dem reinen NO-Hamoglobin, das erst bei stark 
wirksamer Reduktion (£, etwa — 550 Millivolt) in Hamoglobin redu. 
ziert wird. 

Frisch hergestelltes CO-Hamoglobin wird erst bei starkerer Ox, 
dation in Methamoglobin iiberfiihrt, HL, = etwa -— 280 Millivolt 


Methylenblau-Leukomethylenblau ist dementsprechend auf CO-Hamo- 
globin ohne jeden Einflu8. Reduktionseinfliissen gegeniiber ist CO 
Hamoglobin auBerst widerstandsfaihig. Leukophenosafranin (£,, = etwe 
550 Millivolt) reduziert nicht. 
Der Existenzbereich des Hamoglobins und seiner Verbindungen 


nimmt oxydierenden Einfliissen gegeniiber folgende Reihenfolge an 
Oxyhamoglobin, Hamoglobin, CO-Hamoglobin, NO-Hamoglobin. Die 
Reduktion der Hamoglobinverbindungen steht in folgender Anordnung 
Oxyhamoglobin, NO-Hamoglobin, CO-Hamoglobin. Die Haltbarkeit 
der einzelnen Hamoglobin- und Methamoglobinverbindungen in der 
Leiche entspricht diesem Schema. 

Das Cyanhamoglobin verlegt die Redoxstellung des Hamoglobin 
eisens in einen stark negativen Bereich. EH, = etwa 252 Millivolt 
Die katalytischen Funktionen, die zwei- und dreiwertiges Hamoglobin- 
eisen in vieler Hinsicht besitzen, werden hierdurch aus dem normalen 
Potentialgefalle herausgeriickt. Das System wird fiir die Erhaltung 
der Lebensfunktionen unbrauchbar. Der Blausduretod ist auf diese 
Weise zu erklaren. Es ist zu vermuten, daB dieses Verhalten, das fiir 
das Methamoglobin-Hamoglobineisen festzustellen ist, auch fiir dis 
anderen eisenhaltigen Atmungsfermente Geltung hat und von grund 
sitzlicher Bedeutung ist. 
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Die stark negative Redoxstellung des Cyanhamoglobins erklart, 
lab Hamoglobin, CO-Hamoglobin und NO-Hamoglobin bei Anwesen- 
heit von Blauséure durch die Oxydationsstirke des Methylenblaues 
in Cyanhaémoglobin iiberfiihrt werden kénnen. Die Bestatigung findet 
sich u.a. in den von Warburg vorgenommenen Untersuchungen. 

Das Fluormethamoglobin unterliegt, verglichen mit dem Cyan- 
hamoglobin, viel leichter der Reduktion (£, = etwa -- 85 Millivolt). 
Das Methamoglobin und seine Verbindungen stehen, was ihre Reduzier- 
barkeit betrifft, in folgender Reihenfolge: Methamoglobin, Fluor- 
methamoglobin, Cyanhamoglobin. Die Haltbarkeit gegeniiber auto- 
reduktiven Prozessen ist eine dementsprechende. 

Die katalytische Funktion des Methamoglobin, Hamoglobinsystems 
ist an bestimmte Voraussetzungen gebunden, deren Gesetzmabigkeit 
sich aus den Warburgschen Untersuchungen unter Beriicksichtigung der 
Potentialstellung der reagierenden Systeme und Stoffe ableiten laBt. 
Die an der Reaktion beteiligten Stoffe miissen ein bestimmtes Potential- 
vefille aufweisen und das bei der Oxydation verbrauchte Methamoglobin 
muB durch ein zweites sauerstoffempfindliches Redoxsystem  stets 
erneuert werden. Der katalytische Reaktionsverlauf ist an folgendes 


Schema gebunden: 


O, > sauerstoffempfindliches Redoxsystem > Hamoglobin bzw. O,- 


9 - 


Hamoglobin/Methamoglobinsystem > Grenzpotential einer nicht 
sauerstoffempfindlichen irreversibel oxydierbaren Substanz. 
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Die Anwendung der chromatographischen Adsorptionsmethode 
fiir die Reiniguug des Kallikreins. 
Von E. Werle und A. Marcus. 
(Aus der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 18. Februar 1938.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die blutdrucksenkende, kérpereigene Substanz Kallikrein laBt 
sich aus Harn (1), (2), (3) Blut (4), (5), Pankreas (6) und Speicheldriisen (7) 
gewinnen. Die Identitat der Kallikreine dieser verschiedenen Vorkommen 
laBt sich zwar auf Grund ihres gleichen pharmakologischen und chemi- 
schen Verhaltens weitgehendst sicherstellen!, doch muB es das Ziel 
bleiben, sie an Hand der reinen Substanzen darzutun. Es ist demnach 
die Aufgabe zu lésen, die Kallikreine verschiedener Herkunft rein dar- 
zustellen. 

Fiir die Anreicherung des Kallikreins z. B. aus menschlichem Harn 
wurden bisher die verschiedensten in der praparativen Enzymchemie 
gebrauchlichen Methoden angewandt (1), ohne da®B die Isolierung der 
reinen Substanz gegliickt ware. Mit zunehmendem Reinheitsgrad 
haufen sich nimlich die Schwierigkeiten, welche sich der Abtrennung 
von Verunreinigungen entgegenstellen. Besonders stérend ist die auch 
bei manchen Enzymen beobachtete Erscheinung, da die Substanz 
bei stark wechselndem Reinheitsgrad ihre Wirksamkeit auf unkontrollier- 
bare Weise mehr oder weniger rasch verliert (3). In der vorliegenden 
Arbeit wurde nun versucht fiir die Anreicherung des Kallikreins von einem 
Verfahren Gebrauch zu machen, das auf den verschiedensten Gebieten 
der praiparativen Chemie wertvollste Dienste geleistet hat, namlich 
der chromatographischen Adsorptionsanalyse (8). Die Methode griindet 
sich darauf, daB die geléste, anzureichernde Substanz durch eine fest- 
gestampfte Adsorbenssaule filtriert und dabei in ihr festgehalten wird. 
Durch fraktionierte Elution wird die Substanz dann aus der Saule 
mehr oder weniger weitgehend gereinigt zuriickerhalten, wobei ihr 
Verbleib jeweils an ihrer Farbe (im sichtbaren oder ultravioletten Licht) 
erkannt wird. Die urspriinglich von dem Botaniker T'swett angegebene, 
vor etwa 8 Jahren wiederentdeckte Methode, wurde so gut wie aus- 
schlieBlich fiir die Anreicherung bzw. Reindarstellung von Substanzen 
verwendet, die in organischen Lésungsmitteln oder ihren Gemischen 
léslich sind. Koschara (9) gebiihrt das Verdienst, die Anwendbarkeit 


der von ihm so benannten Adsorptionsanalyse auch fiir wasserige L6- 


sungen erwiesen zu haben. 
Fiir die Anreicherung eines farblosen, nicht fluoreszierenden, 
ungewohnlich empfindlichen, hochmolekularen Stoffes wie das Kallikrein 


1 Siehe dazu auch die folgende Mitteilung. 
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ist die chromatographische Adsorptionsanalyse unseres Wissens noc! 
nicht in Anwendung gebracht worden. Es war daher zunachst einma 
festzustellen, ob iiberhaupt das Verfahren fiir diese Zwecke anwendba: 
ist. Im folgenden wird iiber unsere diesbeziiglichen Versuche berichtet 

Schickt man menschlichen Urin, der bei intravenéser Injektio: 
am Hund stark blutdrucksenkend wirkt, durch eine Saule von Bleich 
erde (XXF. ,,Floridin Bleicherde von H. Bensmann, Bremen), so sind 
die ersten Anteile des Filtrats véllig frei von kreislaufaktiver Substanz 
Das im Harn enthaltene Kallikrein wird also vollstandig zuriickgehalten 
Wahlt man eine Séule von 10g XXF. auf einer Grundflache von 28 qem 
so ist nach einer Filtration von 50 bis 60 cem Urin die Adsorptions- 
fahigkeit der Saule fiir Kallikrein erschépft, d. h. die nunmehr erhaltenen 
Filtratanteile sind, wie. der unfiltrierte Urin, wieder kreislaufaktiy 

Die blutdrucksenkende Wirkung vom Filtrat bzw. Eluat muB also 
jeweils AufschluB iiber den Verbleib des Kallikreins geben: sie mul 
in diesem Zusammenhang die fehlende Farbe ersetzen. 

Da in dem skizzierten Versuch der verwandte Urin in 10 cem 
1 KE. enthielt, wurden also von der Saule 6 KE. zuriickgehalten 
Schickt man jedoch durch eine gleichgroBe Saule XXF. den Urin 
nachdem er zur Entfernung der niedermolekularen Stoffe, insbesondere 
des Harnstoffs, 48 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert und dann 
klar filtriert worden war, wobei das Kallikrein nicht verloren geht, so 
wird nunmehr bei etwa gleichem py namlich 6,8 die gesamte in 1,8 Lite 
Urin enthaltene Kallikreinmenge zuriickgehalten. Die Entfernung der 
niedermolekularen Stoffe des Urins bewirkt also eine Erhéhung der 
Adsorptionsleistung der Saule fiir das Kallikrein auf das 30fache. 

Weniger gut als Bleicherde XXF. vermochten Bleicherde XS. 
Frankonit KS., Kaolin, Taleum, Kieselgur, Bolus alba, Bariumsulfat 
und Aluminium hydroxyd Merck Kallikrein zu adsorbieren. Aluminium 
oxydat. hydric. purum pulv. Merck dagegen war noch leistungsfahiger als 
die Erde XXF., 10 g davon vermégen die in 5 Liter dialysiertem Urin 
enthaltene Kallikreinmenge also etwa 500 KE. fast véllig zuriick 
zuhalten. Der Farbstoff des dialysierten Urins findet sich dabei zum 
gréBeren Teil im Filtrat. 

Die erste Bedingung fiir die Anwendung der Adsorptionsanalyse 
zur Anreicherung des Kallikreins, namlich die geniigende Adsorbierbar 
keit der Substanz, ist also in befriedigender Weise erfillt. Wie zu er 
warten war, bereitete jedoch anfanglich die Wiedergewinnung der Sub 
stanz aus der Saule gréBere Schwierigkeiten. Ganz allgemein wat 
folgendes festzustellen: 1. Bei allen Adsorptionsmitteln wurde das 
Kallikrein in der Saule um so hartnackiger zuriickgehalten, je grob 
kérniger das angewandte Pulver war, eine Beobachtung, die schon 
von Koschara gelegentlich der Reinigung des Uropterins gemacht 
wurde (9), (2). Das Kallikrein war um so schwieriger zu eluieren, je 
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starker seine zur Filtration gelangenden Lésungen mit EiweiB ver- 
unreinigt waren. So konnte das am starksten eiweiBhaltige Kallikrein 
aus Blut nur bis zu 60 % aus der Saule zuriickerhalten werden. 


Als Elutionsmittel wurden bei den verschiedensten Saulen an- 
gewandt: Bicarbonatlésung, Phosphatpuffer der verschiedenen Wasser- 
stoffioenkonzentrationen, sekundéres Ammoniumphosphat, Ammo- 
niak, Boratlésungen, wasseriges Pyridin usw. Bei Verwendung von 
Blutkallikrein war eine Elution der adsorbierten Substanz nur_ bei 
Aluminiumhydroxyd als Saule und Bicarbonat als Eluens méglich. 
Etwa 60%, der zuriickgehaltenen Substanz konnten dann _ wieder- 
gewonnen werden. Vorbedingung war allerdings, da das Kallikrein 
aus einer gréBeren Verdiinnung durch die Séule aufgenommen wurde. 

Bei der Herstellung unserer Adsorptionssiulen verwenden wir nach 
dem Vorschlag von Koschara (9) gewé6hnliche Porzellannutschen. Das Sieb 
der Nutsche wird mit Filtrierpapier bedeckt, angefeuchtet und mit einer 
gewogenen Menge des trockenen Adsorptionsmittels beschickt. (Bequemer 
ist es, das Adsorbens z. B. in Wasser aufgeschlimmt auf die Nutsche zu 
bringen, doch erwiesen sich die so erhaltenen feuchten Adsorptionsschichten 
fiir unsere Zwecke weniger gut brauchbar als die in der oben beschriebenen 
Weise hergestellten.) Sodann wird leicht gestampft und erst nachdem eine 
beschrankte Festigkeit erreicht ist, schwach gesaugt. Das Stampfen wird 
dann weitergefiihrt, bis die Saule eine gewisse Festigkeit erreicht hat, 
iiber die nicht hinausgegangen werden soll, weil sonst die Durchlassigkeit 
der Saule zu gering wird. Die zu adsorbierende Lésung wird dann auf die 
Nutsche gebracht und mit dem Saugen erst begonnen, wenn die Erde voéllig 
durchtrankt ist, was am Erscheinen der ersten Tropfen des Filtrates in 
der Vorlage erkannt wird. Bei der Filtration ist darauf zu achten, daf 
die Séule dauernd unter einem Fliissigkeitsspiegel steht, damit sie keine 
irreparable RiBbildung erleidet. 

Nach diesen allgemeinen Ausfiihrungen geben wir im folgenden 
Beispiele der Reinigung und Konzentrierung des Kallikreins mit Hilfe 
der chromatographischen Adsorptionsmethode. 


1. Kallikrein aus Harn. 


Menschlicher Urin wird in Cellophanbeuteln 60 Stunden gegen 
flieBendes Wasser dialysiert und dann klar filtriert. Der Urin wird nun 
durch eine Saule von 50 g Aluminium oxydat. hydric. pur. pulv. Merck 
geschickt, welche sich in einer Nutsche von 125 qem Bodenflache be- 
findet. Nachdem etwa 20 Liter Urin die Saule passiert hatten, war ihre 
Kapazitat fiir Kallikrein erschépft, d.h. das Filtrat wirkte nunmehr 
wieder stark blutdrucksenkend. Die Filtration, die anfanglich mit 
schwachem Unterdruck, spater mit vollem Vakuum durchgefiihrt 
wurde, nahm etwa 20 Stunden in Anspruch. Die Hauptmenge des 
Filtrats war deutlich schwacher gefairbt als der dialysierte Urin, 
d.h. der weitaus gréBere Teil des Harnfarbstoffes wird durch die Fil- 
tration entfernt. Nach der Sattigung der Saule mit Kallikrein wurde mit 





278 E. Werle u. A. Marcus: 


300 cem Wasser nachgewaschen und dann mit n-Natrium-Bicarbonat 
losung eluiert. Das Eluat wurde fraktioniert aufgefangen, mit n-Essig 
siure neutralisiert und am Hunde auf seine Wirksamkeit gepriift. In 
der folgenden Tabelle ist der Verlauf der Elution und die dabei erzielt: 
Reinigung des Kallikreins wiedergegeben. Der verwendete normal 
Urin enthielt 1 KE. in 5 cem; 1 KE. war gebunden an 79,0 mg 
organische Substanz. Der dialysierte und filtrierte Urin enthalt 1 KE 
in 5,8 cem, 1 KE. = 3,75 mg organische Substanz. 





Eluat Menge in KE. pro Eluat Gesamt-KE Trockengewicht * 
Nr. ecm ecm cem in mg pro KE, 


36 5,7 36 205 0,117 

14 20 50 485 0,093 

15 15 65 710 0,094 

22 25 87 1260 0,076 

28 15 115 1680 0,101 

28 20 143 2240 0,070 

24 13,3 167 2560 0,109 

37 8,6 . 204 2878 0,123 

¢ 30 4 234 2998 0,162 
10 47 3 281 3139 0,238 
11 53 i? 354 3202 0,490 
12 69 1,0 403 3271 0,490 
13 70 0,8 473 3327 0,750 
14 75 0,35 548 3353 1,300 
15 55 1,0 ‘603 3408 0,800 


16 75 0,8 678 3468 0,850 
17 45 1,5 723 3535 0,425 


* Trockengewichtsbestimmung nach 48stiindiger Dialyse des neutralisierten Eluates gege: 
flieBendes Wasser. 


Aus den angefiihrten Daten geht hervor, daB die Saiule mit etwa 
3500 KE. beschickt worden war, die zu 100 °% eluiert werden konnten, hier- 
von 8) % in einem recht hohen Reinheitsgrad. Der beste Anteil, welcher 
von der Gesamtmenge etwa 70°, ausmacht, besitzt einen Reinheits- 
grad von rund 100 7/KE. Die Reinigung gegeniiber dem dialysierten 
Urin betrigt das 37fache, gegeniiber dem undialysierten Urin das 
790fache. 70° der Gesamtkallikreinmenge werden dabei von 20 Liter 
auf 0,17 Liter konzentriert. Die restlichen 30% sind in 0,5 Liter des 
Eluates enthalten. 

Abb. 1 veranschaulicht den Verlauf der Elution und der Reinigung 
des Kallikreins. 80°, wurden innerhalb 1 Stunde, also verhaltnismabig 
rasch eluiert. Die Farbintensitaét der Eluate zeigte anfangs einen ahn- 
lichen Verlauf wie die ihrer Kreislaufwirksamkeit, d.h. ihre hellgelbe 
Farbe ging allmahlich iiber in eine braunschwarze. Spaterhin sinkt 
die blutdrucksenkende Wirkung der Eluate stark ab, wahrend ihre 
Farbintensitat fast unveraindert bestehen bleibt. Dort, wo die Rein- 
heitskurve II in einem Knick nach unten abbiegt, wo also von neuem 
eine bedeutende Verbesserung des Reinheitsgrades eintritt, die sich 
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illerdings nur noch fiir den geringen Rest der Kallikreinmenge auswirken 
kann, wurde der Saugdruck unterbrochen, wodurch eine bedeutende 
Verringerung in der Filtrationsgeschwindigkeit eintrat. 

Die Vermutung, da eine Elution, bei welcher von vornherein 
kein Unterdruck zur Anwendung kam, zu einem giinstigeren Reinheits- 
srad fiihren wiirde, bestatigte sich in einem Kontrollversuch nicht. 

Der Versuch das so gereinigte Kallikrein durch Wiederholung 
der Adsorption und Elution mit derselben Saule (es wurden 5g Ad- 
sorbens angewandt) auf einen héheren Reinheitsgrad zu bringen, mib- 
lang. Dagegen lie® sich der Reinheitsgrad einer konzentrierten Kalli- 
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Abb. 1. Verlauf der Elution und der Abb. 2. Verlauf der Elution und der 
Reinigung des aus dialysiertem Urin an Reinigung von durch Benzoesiiureadsorp- 
Alum. oxydat. hydric. pur. pulv. Merck tion vorgereinigtem Kallikrein. Adsorp- 
adsorbierten Kallikreins. tionsmittel: Alum. oxydat. hydric. pur. 

pulv. Merck. 


kreinldsung (1 cem = 9 KE.), welche iiber eine Benzoesduread- 
sorption (1) aus menschlichem Harn erhalten worden war, und bei 
welcher 1 KE. 150 y organischer Substanz entsprachen, durch eine 
Schicht von Aluminiumhydroxyd aufs Doppelte und nach der Vor- 
reinigung der Saiule durch Waschen mit Wasser, Bicarbonat und Wasser 
aufs Dreifache steigern. Im reinsten so erhaltenen Anteil war | KE. 
noch an 50 organische Substanz gebunden. Die quantitativen Ver- 
haltnisse des zweiten Versuchs seien kurz wiedergegeben: Eine Saule 
von 5g Aluminiumhydroxyd wird zuerst mit 50 com Wasser, dann mit 
50cem n-Bicarbonat und danach mit 50ccm Wasser gewaschen. 
Dann werden 135 cem Kallikreinlésung durch die Saule filtriert. Die 
in ihr vorhandenen 1020 KE. werden dabei vollig zuriickgehalten. Nach 
Waschen mit 100 cem Wasser (das Waschwasser ist frei von Kallikrein) 
wird mit n-Bicarbonat eluiert und das Eluat 48 Stunden dialysiert. Aus 
der Abb. 2 ist der Reinigungserfolg und der Verlauf der Elution abzulesen. 

Das beschriebene Verfahren ist also sehr wohl geeignet aus mensch- 
lichem Urin Kallikreinpriparate von ansehnlichem Reinheitsgrad her- 
zustellen. Allerdings ist die dabei notwendige Dialyse des nativen 
Urins recht unbequem und wir versuchten daher diese Dialyse zu um- 
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gehen. Wir erwahnten eingangs, daB die Adsorptionsfahigkeit der Sau 

bei Verwendung des undialysierten Urins nur eine geringe ist. Die Dat: 

eines derartigen Versuchs seien im folgenden wiedergegeben. Sauk 

1 kg Aluminiumhydroxyd. Bis zur Absattigung der Saule kénne: 
nur 5 Liter Urin er enthielt pro 5cem 1 KE., gebunden an 106 me 
organische Substanz also pro 10 g nur 50 cem filtriert werden. Ds 
nach wird mit n-Bicarbonat eluiert. Die Elutionsausbeute  betruc 
nur 19°, bei einer Reinigung allerdings auf das 80fache. 

Unter der Annahme, daB die Adsorptionsfihigkeit der Saule fii 
Kallikrein sich bei Anderung der H-lonenkonzentration der zu fi! 
trierenden Lésung stark andern wiirde, fiihrten wir Versuche in der Weise 
aus, da wir den nicht dialysierten Urin ansauerten (bis auf py 5) bzw 
alkalisierten (bis py 9), Die Ansaiuerung des Urins bewirkte eine Ver 
besserung der Adsorptionskraft der Saule fiir Kallikrein auf das Drei 
bis Fiinffache; es wurden pro 10g Aluminiumhydroxyd nach dem An 
sauern ungefahr 50 KE, (also die in 200 cem Harn vorhandene Menge 
zuriickgehalten. Von diesen konnten 25% in einem Reinheitsgrad vor 
500 bis 600 y eluiert werden, das bedeutet gegeniiber dem Ausganes 
material eine Reinigung aufs 190fache. Der Rest besaB einen Reinheits 
grad von etwa 1400 y. 

2. Kallikrein aus Pankreas. 

Zu den Versuchen wird ein nach einem demnachst zu schildernde) 
Verfahren gewonnenes Praparat aus Schweinepankreas verwendet. 
welches pro lecm 20 KE. ent- 
hielt: 1 KE. entsprach 90 y or 
ganischer Substanz. Es zeigte 
sich, da Kallikrein aus Pan 
kreas sich ebenso wie das aus 
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Abb. 3. Verlauf der Elution und der Reinigung trug 60 A der Reinheitsgrad des 
von Kallikrein aus Pankreas. Adsorptionsmittel : besten Eluatanteils betrug 59 ¥ 
Alum. oxydat. hydric. pur. pulv. Merck. ih y ‘ 
Durch Wiederholung der Adsor} 


tion des reinen Eluatanteils an eine Séule von 3 g Aluminiumhydroxy 
und nachfolgende Elution lie® sich der Reinheitsgrad weiterhin ver 
doppeln. Nunmehr war im reinsten Praparat 1 KE. noch an 33; 


organische Substanz gebunden. Wie aus der beigegebenen Abbilduny 


ersichtlich, bezieht sich die Reinigung auf mindestens 50°, des zu! 
Filtration angewandten Kallikreins. 
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3. Kallikrein aus Submavillarisdriisen. 

In der beschriebenen Weise wurde ein Kallikreinpraparat aus 
Submaxillarisdriisen des Schweines gereinigt. Auch dieses Praparat 
verhalt sich prinzipiell gleichartig wie das aus Harn. Es lieB sich zu 
x0 °% eluieren, wobei allerdings nur eine geringe Reinigung zu erzielen war !, 

4. Kallikrein aus Blut. 

Das angewandte Praparat wurde aus Schweineblut nach dem 
Caseinverfahren gewonnen (5). Es enthielt pro 1 cem 8 KE. und 1 KE. 
entsprach 600 y organischer Substanz. Die Adsorptionsfahigkeit der 
Erden fiir dieses stark eiweibhaltige Praparat war unverhaltnismabig 
vering. Auch bereitete die Elution des adsorbierten Kallikreins wie 
schon erwahnt, die gr6Bten Schwierigkeiten, die wir durch Anwendung 
der verschiedensten Adsorbentien und Eluentien sowie durch Ver- 


diinnung des Priparats und Anderung seiner H-Ionen-Konzentration 
5 : 


zu iiberwinden suchten. Einigermaben befriedigend lagen die Ver- 
haltnisse bei Anwendung von Alumin. oxydat. hydric. pur. pulv. Jerck 
als Adsorbens und n-Bicarbonat als Eluens. So vermochten 30 ¢ 
Aluminiumhydroxyd 800 KE. des aufs Sechsfache verdiinnten  Pra- 
parats zuriickzuhalten. Die erzielte Elutionsausbeute betrug 65°). 
50°, des eluierten Kallikreins besaBen dann einen Reinheitsgrad von 
165 y 1 KE, 
Zusammenfassung. 

Die chromatographische Adsorptionsanalyse erweist sich als ein 
geeignetes Verfahren Kallikrein aus seinen Lésungen anzureichern 
und zu reinigen. 

Das Verfahren erscheint uns ganz allgemein zur Reinigung un- 
vefairbter, hochmolekularer und empfindlicher Substanzen brauchbar?, 
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' Inzwischen ist es uns gelungen, auch bei diesem Préparat mit 
Hilte der Adsorptionsanalyse eine erhebliche Reinigung zu erzielen, z. B. 
von 350 y/KE. auf 40» KE. 2 Es hat uns inzwischen zur Trennung 
von Trypsin und Kallikrein in Pankreasextrakten, sowie zur Reinigung 
der Histidincarboxylase wertvolle Dienste geleistet. 
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Zur Kenntnis der Chemie und Pharmakologie des Kallikreins. 
Von 
E. Werle und K. Flosdorf. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 18, Februar 1938.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Ungar, Parrot und Bovet (1) machten vor kurzem die interessante 
Feststellung, da schon geringste Mengen von Adrenalin und Ephe- 
drin geniigen, die kontrahierende Wirkung des Histamins am isolierten 
Meerschweinchendiinndarm reversibel aufzuheben. Bei einer Konzen- 
tration des Adrenalins von 1: 10° in der Badfliissigkeit des Meer- 
schweinchendiinndarms war z. B. die Wirkung von | y Histamin véllig 
gehemmt, wahrend die des Acetylcholins unbeeintrachtigt blieb. 

Diese Beobachtung kénnen wir in eigenen Versuchen am Meer- 
schweinchen- und Katzendiinndarm sowie am Katzenuterus _ be- 
statigen. Wir finden jedoch, daB durch hohe Adrenalindosen (Konzen- 
tration 1:5.104) auch die Wirkung des Acetylcholins am = Meer- 
schweinchendiinndarm reversibel und stark beeintrachtigt wird. Dabei 
sahen wir, daB bei einer Adrenalinkonzentration der Badfliissigkeit von 
1: 107 die Spontanbewegungen des Uterus sowohl wie die des Darmes 
aufhéren. Die fiir die Spontanbewegung der Organe verantwortliche 
Substanz muB also gleichfalls durch Adrenalin in ihrer Wirkung ge- 
hemmt werden. Es kann sich dabei nicht um Acetylcholin handeln, 


da die Spontanbewegungen nach Atropinisieren der Praparate nicht 
if : ; 


aufgehoben sind}, 

Aus verschiedenen Griinden war es von Interesse zu untersuchen, 
wie der mit Adrenalin und Ephedrin vorbehandelte isolierte Darm oder 
Uterus gegeniiber Kallikrein und der mit Hilfe von Kallikrein aus Serum 
zu gewinnenden darm- und uterusaktiven Substanz (3), die wir als 
D. K. bezeichnen, sich verhalt. 

Fir die Untersuchung der Kallikreinwirkung ist der isolierte Katzen 
diinndarm und -uterus besonders gut geeignet. Beide Organe sprechen seli 
gut auf Kallikrein an, auch wenn sie vorher z. B. 24 Stunden im Eissehrank 
in Tyrodelésung aufbewahrt worden waren. Ebensogut brauchbar ist cde: 
isolierte Hundediinndarm, der fiir unsere Versuche fast ausschlieBlich Vei 
wendung fand. Der Diinndarm wurde entweder dem lebenden Hund _ in 


' Nach U.S. von Euler (2) ist fiir das Zustandekommen der Spontan 
bewegungen des Darmes die Substanz P verantwortlich, deren Wirkung 
demnach am isolierten Darm durch Adrenalin gehemmt werden miiBte. 
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Morphium-Ather-Narkose oder dem eben getéteten Tier entnommen und in 
37° warme Tyrodelésung eingetragen. Ganz frisch eignete sich der Darm 
ir die Untersuchungen weniger, da seine Spontanbewegungen stérten. 


({m zweckmaBigsten war es, ein Darmstiick zu verwenden, welches nach 
der Entnahme 2 bis 3 Stunden in Tyrodelésung von etwa 5° aufbewahrt 
worden war. Die Darmstiicke blieben oft 24 Stunden und langer reaktions- 
fahig; bei Zimmertemperatur gelagert reagierten sie durchweg schlecht. 


Abb. 1. 4m langer Diinndarmstreifen vom Hund in 15 cem Tyrodelésung von 37° suspendiert 
Hebeliibertragung 1:7. 

Bei Pfeil 1: Zugabe von 3,2 KE. aus Harn in 0,25 cem wiisseriger Lisung. 

Bei S wird die Trommel vom Schreibhebel abgeriickt und der Darm lingere Zeit gespiilt. 

Bei Pfeil 2: Zugabe von 0,1 cem einer 1-Adrenalinlésung 1: 105, 

Bei Pfeil 3: Zugabe von 3,2 KE. 

Bei S Abriicken der Trommel und Spiilen. 

Bei Pfeil 4: Zugabe von 3,2 KE. 


Kir Versuche mit der Substanz D. K. ist zwar der Hunde- und Katzen- 
diinndarm sowie der Katzenuterus auch brauchbar, wir ziehen diesen aber 
den Meerschweinchendiinndarm vor, da an ihm das Kallikrein unwirksam 


ist (3), (4). 





Kk. Werle u. K. Flosdort: 


Wir fanden, daB die Wirkung des Kallikreins am Darm und Uter 
durch die gleichen Adrenalinmengen aufgehoben wird, wie sie z: 
Verhinderung der Histaminwirkung notwendig sind (Abb. 1). D 
blockierende Wirkung des Adrenalins bezieht sich auf Kallikreine au 
Harn, Speicheldriisen, Pankreas und Blut in gleicher Weise!. 

Wird bei einem blockierten Darmpraparat, welches mit Kallikrei: 
versetzt worden war, die Badfliissigkeit erneuert, so kommt noch nac! 
dem Spilen die kontrahierende Wirkung der Substanz zum Durehbruc! 
ein Beweis dafiir, dai Adrenalin das Kallikrein nicht direkt inaktiviert 
Nach dem Auswaschen des Adrenalins werden die Testobjekte in gleichen 
Mabe fiir Histamin und Kallikrein wieder ansprechbar, und zwar de: 
Uterus rascher als der Darm. 

Kleine Adrenalinmengen, welche die darmkontrahierende Wirkung 
von Kallikrein und Histamin schon aufzuheben vermochten, verminderten 


die Wirkung des Acetylcholins noch nicht. Die Substanz D. K. wurde 


durch Adrenalin nur sehr wenig in ihrer Wirkung gehemmt: erst. bei 
einer Konzentration von 1: 164 bis 1: 10° machte sich eine Abnahm« 
der D. K.-Wirkung bemerkbar. 

Wie gegentiber Histamin, so war auch beim Kallikrein die 
blockierende Wirkung des Ephedrins viel schwacher als die des Adrenalins 
Wahrend die Kontraktionen beim Adrenalin schon in einer Verdiinnung 
von 1: 107 aufhéren, erléschen sie beim Ephedrin erst bei einer 1000 ma! 
héheren Konzentration (namlich bei 1: 164). 

AuBer Adrenalin und Ephedrin priiften wir auf ihre blockierende 
Wirkung noch d-Adrenalin?, Arterenol?, m-oxy-nor-Ephedrin?, Sym 
patol, Adrenalon?, Suprifen? und = Stryphnon. Das d-Adrenalin 
ist in seiner blockierenden Wirkung etwa zehnmal = schwacher als 
das |-Adrenalin. Adrenalon war v6llig unwirksam. — Interessanter- 


weise besitzt auch das dem Adrenalin besonders nahe verwandte 
Arterenol keine blockierende Fahigkeit. Die Blockierung des isolierten 
Darmes gegeniiber der Kallikreinwirkung trat beim Sympatol in einer 
Verdiinnung von 4: 16°, beim Stryphnon von 3: 10', bei m-ox) 
nor-Ephedrin bei 3: 10? und beim Suprifen bei 1,5: 10° ein®. Fiir cic 
blockierende Wirkung des Adrenalins und seiner Derivate scheinen dic 


' Wahrend gleich stark blutdrucksenkende Mengen der Kallikrein 
aus Harn, Pankreas und Submaxillarisdriisen am isolierten Darm stets gleich 
lang anhaltende Kontraktionen nach der gleichen Latenzzeit auslésen, 
war das nach der Caseinmethode aus Blut dargestellte Kallikrein meist 
schwiacher wirksam, als nach seiner blutdrucksenkenden Wirkung an 
Hund zu erwarten gewesen ware. Dies spricht fiir eine geringe Verschieden 
heit dieses Kallikreins von dem aus Driisen und Harn, die auch aus andere 
Befunden hervorgeht (5). 2 Der L. G. Farbenindustrie danken wir fiir dic 
kostenlose Uberlassung dieser Priparate. —- * Die Spontankontraktionen 
werden schon in gr6Beren Verdiinnungen der Zusitze aufgehoben. 
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Hvdroxyl- und die Methyvlaminogruppe der Seitenkette von besonderer 
Bedeutung zu sein, der gegeniiber die Bedeutung der phenolischen 


Hvdroxyle in den Hintergrund tritt. 


Durch hohe Konzentrationen der erwahnten Stotfe werden die Darm- 
stiicke irreversibel geschadigt. Merkwiidigerweise war bei einem Teil der 
intersuchten Testobjekte (Hunde- bzw. Meerschweinchendiinndarm) die 
Blockierung ftir die Kallikrein- bzw. Histaminwirkung dureh Adrenalin 
ind seine Derivate erst in. verhaltnismaBig hohen Konzentrationen zu 
erreichen, manchmal trat sie tiberhaupt nicht ein. Dabei konnte die Emp- 
findlichkeit gegeniiber Adrenalin bei Stiicken ein und desselben Darmes 
zu verschiedenen Zeiten sehr verschieden sein. Durch Vorbehandeln des 
isolierten Darmes mit Physostigmin (1: 15000), Jodessigséiure (1: 30000) 
and Cystein (1: L000 bis 1: 10000) wurde die darmkontrahierende Wirkung 
des Kallikreins nicht beeinfluBt. 

In den beschriebenen Versuchen wurde meist ein etwa 4 em langes 
und Lem breites Langsstiick des Darmes in der iiblichen Weise in Tyrode- 
lésung suspendiert. Zu der Suspensionsfliissigkeit wurden Adrenalin usw. 
in den entsprechenden Verdiinnungen und das Kallikrein im Abstand von 
| bis 2 Minuten zugegeben. Das Zeitintervall zwischen der Zugahe des 
Adrenalins und des Kallikreins hatte keinen merklichen Einflu®s auf die 
Starke der Blockierung, denn bei gleichzeitiger Zugabe der beiden Stoffe 
war sie ebenso vollstandig wie bei einer vorangehenden 5 Minuten langen 
Inkubation mit Adrenalin, was wohl darauf beruht, dali Kallikrein 
auf Grund seiner Molekiilgr6éRe viel langsamer diffundiert als Adrenalin. 

Wie beim Histamin und anderen biogenen Aminen (6), so laBt sich 
auch beim Kallikrein die Wirkung auf die glatte Muskulatur des Darmes 
und Uterus durch Behandlung derselben mit Formaldehyd (1:2. 164) 
ausschalten (3). Ob das Kallikrein selbst gegeniiber Formaldehyd 
bestandig ist, war noch nicht untersucht. Die Priifung dieser Frage 
ergab, daB Kallikrein durch Formaldehyd in Verdiinnungen von 1: 300 
bis 1: 1000 inaktiviert wird. Die Inaktivierung ist keine sofortige, 
denn nach 30 Minuten war weniger Kallikrein zerstért als z. B. nach 
5 Stunden. Acetaldehyvd vermag Kallikrein nicht zu inaktivieren, wohl 
aber Benzaldehyd!, 

Uber ahnliche Versuche, die zum gleichen Ergebnis fiihrten, be- 
richteten inzwischen Bischoff und Eliott (7). Diese Forscher lieBen auBer 
den genannten Stoffen noch Benzoylehlorid, Essigsiureanhydrid, 
Phenylisocyanat, Dimethylsulfat und Schwefelkohlenstoff auf Kalli- 
krein einwirken und fanden, dab die Substanz durch alle diese Agenzien 
zerstort wird ®, 

' Im Falle des Benzaldehyds war auszuschlieBen, daB® das Kallikrein, 
welches gegeniiber Oxydationsmitteln auBerst empfindlich ist, dureh die bei 
der Autoxydation von Benzaldehyd intermediar entstehende Benzoeper- 
sure oxydiert wird. Die Versuche mit reinstem Benzaldehyd unter Stick- 
stoff ergaben jedoch dieselben Resultate wie Versuche, welche unter Sauer 
stoff ausgefiihrt wurden. 2 Dabei wurde stets nur die blutdrueksenkende 
Wirkung des Kallikreins beriicksichtigt. 





E. Werle u. K. Flosdort: 


Wir haben diese Versuche gleichfalls durchgefiihrt und kénne 
bestatigen, da Essigsiureanhyvdrid, Benzoylchlorid, Dimethylsulfa 
und Phenylisocyanat die Wirkung des Kallikreins aufheben. Und zwa 
waren nach 6 Stunden unter den gegebenen Versuchsbedingunge 
50°, und nach 24 Stunden 100° des zugegebenen Kallikreins zerstért 
Schwefelkohlenstoff beeintrachtigte die Wirkung der Kallikreine nicht 

Es erschien uns noch wichtig, das Verhalten des Kallikreins gegen 
ither Diazobenzolsulfosiure, Diazomethan, Ninhydrin und. salpetrige: 
Saure festzustellen. Dabei fand sich folgendes: Diazobenzolsulfosaur: 
zerstort in sodaalkalischer Lésung die Kallikreine augenblicklich, wahrend 
die freie Saure allein die Kallikreine nicht angreift. Diazomethan 
das mildeste Methylierungsmittel, zerstérte gleichfalls die Kallikreine 
aus Pankreas, Harn und Submaxillarisdriisen. Es war dabei gleich 
viiltig, ob man Kallikreintrockenpulver oder eine wassrige Kallikrein. 
losung mit der atherischen Diazomethanlésung schiittelte. Ninhydrin 
zerstorte die Kallikreine aus Submaxillarisdriisen, Harn, Pankreas 
und Blut in 24 Stunden unter Stickstoff zu etwa 80°. Stets war 
sowohl die blutdrucksenkende als auch die darmerregende Wirkune 
vollig aufgehoben. Da es also nicht gelingt, eine der beiden Wirkungen 
des Kallikreins isoliert auszuschalten, sind wohl beide Wirkungen auf 
ein und dieselbe Gruppe des Molekiils zuriickzufiihren. Natriumnitrit 
zerstért bei 6° in schwach salzsaurer Lésung die Kallikreine rasch und 
vollstandig. 

Auber den bisher erwahnten Substanzen lieben wir noch auf das 
Kallikrein einwirken: Jodessigsiure, Nitroprussidnatrium, Thioglykol- 


siure, Hydrosulfit und Dimedon. Sie alle beeintrachtigten die pharma- 
kologische Wirkung des Kallikreins nicht. 


Uberblickt man die Ergebnisse dieser Nersuche, so wird man 
beztiglich gewisser fiir die pharmakologische Wirkung notwendiger 
Gruppen des Kallikreinmolekiils folgendes sagen kénnen: Es _ fehlen 
sowohl SH- als auch SS-Gruppen. Es ist also der Cbergang vom aktiven 
zum inaktiven Kallikrein, welcher durch H,O,, Jod und Permanganat 
bewirkt werden kann, nicht wie im Papain auf die Uberfiihrung von 
SH- in SS-Gruppen zu deuten. Es gelang uns dementsprechend auch 
nicht, das durch vorsichtiges Oxydieren inaktivierte Kallikrein durch 
Behandeln mit Blauséure, Thioglykolsiure oder Hydrosulfit zu reakti 
vieren, 

Aus dem Verhalten des Kallikreins gegeniiber den Methylierungs- und 
Acylierungsmitteln, Ninhydrin, Phenylisocyanat den Aldehyden und sa! 
petriger Saure geht hervor: Fiir die pharmakologische Wirkung des Kalli 
kreins sind eine oder mehrere freie phenolische Hydroxylgruppen und 
Aminogruppen notwendig. Da selbst in den reinsten Kallikreinpraparaten 
die Paulysche Diazoreaktion positiv bleibt (8), diirfte fiir die pharma 
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sologische Wirkung als entscheidender Bestandteil des Kallikreins 
[yrosin in besonderer Bindung anzusehen sein, vielleicht als Glied 
ler Peptidkette eines EiweiBmolekiils, fiir das die hohe MolekiilgréBe 
les Kallikreins spricht. 

Zur Versuchsanordnung: Die Inaktivierungsversuche wurden in 
folgender Weise durchgefiihrt: Je 2 cem Kallikreinlésung verschiedener 
Herkunft, enthaltend je 15 KE., wurden mit 1,7 cem destilliertem Wasser 
und 1,3cem einer 84° igen Natriumbicarbonatlésung versetzt. Die auf 
ihren EinfluB auf die pharmakologische Wirkung des Kallikreins zu priifenden 
Substanzen wurden zu diesen Ansatzen hinzugegeben und zwar in folgenden 
Mengen: 50mg_ Essigsiureanhydrid, 70mg Benzoylehlorid, 30mg_ Di- 
methylsulfat, 4 mg Ninhydtin, 50 mg Schwefelkohlenstoff, 20 mg Pheny!- 
isocyanat, 10 mg Dimedon, 0,3 cem Thioglykolséure und 0,5 bis 1 cem 
Hydrosulfitlésung, bereitet nach Warburg und Christian (9). Bei der Diazo- 
benzolsulfosiureprobe wurden 10 mg der feuchten, frisch bereiteten Saiure 
zm 0,5cem einer Kallikreinlésung, die mit 0,2 cem einer 10°,igen Soda- 
lésung versetzt war, zugegeben und sofort am Hund auf die blutdruck- 
senkende Wirkung gepriift. Alle anderen Ansatze wurden nach 2 und 
nach 24 Stunden sowohl am isolierten Darm als auch am Hund auf ihre 
Wirkung untersucht. 

Fiir die Versuche mit Diazomethan wurden durch Falling der Lésungen 
des Kallikreins aus Harn, Pankreas und Submaxillarisdriisen mit Aceton 
Trockenpulver dieser Praparate hergestellt. Gleiche Gewichtsanteile davon 
wurden 1. mit 30cem Ather, 2. mit 30cem atherischer Diazomethan- 
lésung! unter 6fterem Schiitteln bei niedriger Temperatur bis zu 40 Stunden 
belassen. Dann wird die noch gelbe Lésung abgegossen, das verbleibende 
Pulver mit reinem Ather gewaschen und vorsichtig in je 5 cem Wasser aut- 
genommen. Dabei fallt auf, daB die mit remem Ather geschiittelten Pulver 
vollstandig in Lésung gehen, wahrend die mit Diazomethan behandelten 
mit Ausnahme des Harnkallikreinpulvers zum Teil ungelést bleiben. 

In der Tabelle sind die Daten dieses Versuchs wiedergegeben: 





Nach 40stiindigem Behandeln der Trockenpulver 
Kallikrein-Trockenpulver ~ 
angewandt mit Ather enthielt 1 cem mit ditherischer 
ihrer wisserigen Lésungen Diazomethanldsuyg 


7 mg aus Harn 6 KE. 0,0 KE, 
15 ,, ,, Pankreas* ie 0,0 
5 ,, ,, Submaxillarisdriisen*. 2. 0.0 


* Vom Schwein. 


Zur Methylierung in wasseriger Lésung wurden je 2cem Kallikrein- 
l6sung aus Harn, Submawxillarisdriisen und Pankreas (enthaltend 10,2 bzw. 
20 KE./cem) mit je Seem Diazomethanlésung 1 Stunde in’ EKiswasser 
unter 6fterem Schiitteln belassen. Danach wird die wasserige Lésung 
unter der Diazomethanlésung herauspipettiert und der geléste Ather durch 
Luft vertrieben. Die Lésung des Harnkallikreins war dann klar, die iibrigen 
Lésungen waren leicht getriibt. Sie alle waren pharmakologisch unwirksam. 


1 Das Diazomethan wurde nach Wieland-Gattermann, Praxis d. org. 
Chemikers, 23. Aufl., S. 260, dargestellt. 
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Gleichartig durchgefiihrte Versuche mit der Substanz D. K. ergaly 
da diese gegeniiber Diazomethan bestandig ist. 


Bei den Versuchen mit Form- und Benzaldehyd wurden z. B. au 
Seem Kallikreinlésung, enthaltend 5 KE., 0,05 cem 40°,iges Formali 
bzw. 5 mg reiner Benzaldehyd unter Stickstoff zugegeben, durchgeschiitte! 


und die Ansitze bei 37° 1 Stunde belassen. Dadureh war die pharmakol 


gische Wirkung der Priparate aufgehoben. 


Literatur. 


1) G. Ungar, J. L. Parrotu. D. Bovet, C. v. 124, 445, 1937. 2) U.S. voi 
Euler, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. E81, 181, 1936. 3) E. Werle, 
W. Gétze u. A, Keppler, diese Zeitschr., 289, 217, 1937. 4) BE. Werle, Ki 
Wochenschr. 1936, 848. 5) Derselbe, diese Zeitschr. 287, 235, 1936. 
6) K. Zipfu. BE. Bartscher, Arch. t. exper. Path. u. Pharm. 171, 592, 1933. 

7) Bischoff u. Eliott, J. ot biol. Chem. 11%, 7, 1937. 8) H. Kraut, BE. Ak 
Frey, E. Bauer u. F. Schulz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 205, 99, 1932 
9) O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 282, 191, 1985, 





Uber den Wert des Zuckerrohrsaftes als Nahrboden der 
Von 
K. Yamafuji, K. Ohtsu und Y, Iwata. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut 
fiir Zuckerforschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1938.) 


Seitdem es allgemein bekannt geworden ist, daB die Stoffwechsel- 
vorginge im Tierkérper in mancher Hinsicht mit denjenigen in Mikro- 
organismen Ahnlichkeit haben, ist besonders die Hefe Gegenstand 
zahlreicher physiologischer oder biochemischer Untersuchungen ge- 
worden. Sowohl zur Ziichtung der Hefe in kleinem Mastabe als auch 
zur Gewinnung der Hefezellen in groBer Menge hat man bisher in den 
meisten Fallen einen Malz- oder Kojiauszug verwendet. Die Verfahren 
zur Bereitung dieser Nahrlésungen sind aber umstandlich. Im Laufe 


der Untersuchungen tiber die Bildung sowie Spaltung von Wasserstoff- 


peroxyd in der lebenden Hefezelle haben wir gefunden, dab fiir die Hefe 
der Zuckerrohrsaft einen sehr guten Nahrboden darstellt. 

Im Zuckerrohrsaft vermehrt sich, wie wir in dieser Arbeit zeigen, 
die Hefe bedeutend starker als im Malz- bzw. Kojiauszug. Wenn die 
im Zuckerrohrsaft vermehrte Hefe von neuem in einer anderen zucker- 
haltigen Lésung weiter geziichtet wird, vergart diese Hefe den Zucker 
kraftiger, als die vorher in Malz- oder Kojiauszug geziichtete. 


Methodischer Teil. 


I. Hefestimme. Wir verwendeten drei verschiedene, praktisch wichtige 
Rassen: 1. Saccharomyces formosensis, eine fiir die Vergirung der Melasse 
geeignete Hefe. 2. Sacch. cerevisiae, Bierhefe. 3. Sacch. sake (Nake ist 
ein alkoholisches Getrank in Japan), eine fiir die Vergirung der Kojiwiirze 
geeignete Hefe. Die Hefen wurden als Agarkultur aufbewahrt. 

II. Ndhrbéden. Als Nahrboden wurden neben dem Zuckerrohrsaft 
auch Malz- sowie Kojiauszug bereitet und eine vergleichende Untersuchung 
durchgefiihrt. 

1. Zuckerrohrsaft. Durch eine Reihe von Versuchen wurde festgestellt, 
daB die Hefe den Saft aus dem oberen Teil des Zuckerrohrstengels oder aus 
unreifem Zuckerrohr kraftiger vergart, als denjenigen aus dem unteren Teil 
oder aus iiberreifem Rohr (Tabelle 1). Weiter lieB sich zeigen, da durch 
einstiindiges Erhitzen auf 100° 15 bis 50% des Stickstoffs im Zuckerrohrsaft 
gefallt werden (Tabelle I1), und daB, obwohl durch Erhitzen der Rohrzucker 
im Saft allmahlich invertiert wird, die gesamte Zuckermenge in der Lésung 
innerhalb von 5 Stunden bei 100° unveriindert bleibt (Tabelle ITI). 

Nach den Ergebnissen dieser Versuche ist die Herstellung einer Nahr- 
lésung aus Zuckerrohr einfach. Der 10Monate alte Zuckerrohrstengel wurde 
gepreBt und der erhaltene Saft von etwa 12° Bg durch Erhitzen auf etwa 


19 * 





K. Yamafuji, K. Ohtsu u. Y. Iwata: 


Tabelle I. 





Vergiirungsgrad in °/ 


Saft aus dem iiberreifen Zuckerrohr 


Giirdauer 
in Std. Der obere 
Teil des 
Stengels 


33,4 
92.0 


98,6 


Saft aus dem unreifen Zuckerrohr 


Der untere 


Teil des 


Stengels 


13,4 
37,7 
57,2 


Tal 


Wurzel 


Der obere 


Teil des 


Stengels 


16,1 
52,8 
77,9 


elle II. 


25,4 
76,1 


89,0 


Der untere 
Teil des 
Stengels 


Wurzel 


4,7 
16,6 
28,5 





Der obere Teil des Stengels 
Der untere Teil des Stengels 


Wurzel 


Gesamt-N in °/, 
Saft vor dem | Saft nach dem 
Erhitzen 


Erhitze 


0,058 
0,025 
0,043 


Tab 


on 


0,040 
0,013 
0,022 


etle ITT. 


Amino-N in °/, 


Saft vordem Saft nach dem 


Erhitzen Erhitzen 
0,0104 
0,0042 
0,0066 


0,0081 
0,0037 
0,0060 





Invertzucker in °/, 
Gesamtzucker in °/) 


30° Bg eingedampft 


Erhitzungsdauer 1 Std. 


Saft vor ¢ 


Erhitzen 


0,48 


19,02 


Jem 


Saft nach dem 
Erhitzen 


1,01 
19,02 


Saft vor dem 


Erhitzungsdauer 5 Std. 


Saft nach dem 


Erhitzen Erhitzen 


3,60 
22,87 


Nach dem Filtrieren wurde der klare Saft unter Um- 


stinden mit Wasser verdiinnt und in wiblicher Weise sterilisiert. 


2. Kojiauszug. 


2kg 


Koji 


(Koji 


kann 


durch 


Enzymwirkung von 


Schimmelpilzen auf gedimpften Reis hergestellt werden) wurden mit 8 Liter 
Wasser versetzt, 4 Stunden bei 55° gehalten und dann filtriert. 
3. Malzauszug. 2 kg Malz wurden zerrieben, mit. 6 Liter Wasser versetzt, 
hierauf 4 Stunden auf 63° erhitzt und filtriert. 
Die chemische Zusammensetzung dieser Nahrlésungen ist in Tabelle IV 


wiedergegeben. 


Tab 


elle IV. 





| 


Zuckerrohrsaft 
K ojiauszug 


Malzauszug ... 


Grade 
Balling 


10,42 
20,46 
30,50 


10,42 
20,46 
30,50 
10,42 
20,46 
30,50 


Gesamt- 
zucker 
in %o 


9,32 
19,17 
28,21 

8,29 
17,12 
25,04 

8.87 
17,53 
25,78 


Gesamt-N 
in %J9 


0,065 
0,115 
0,161 
0,072 
0,134 
0,170 
0,131 
0,232 
0,364 


Asche 
in %/9 


0,141 
0,276 
0,486 
0,381 
0,684 
1,011 
0,328 
0,623 
0,832 


yesamtaziditit 

ineemn NaOH 
pro 100 ccm 
Nahrlésung 


~ 


~ 


. 
5 
— 


* 


=> Como 


Pde Poe Oe 
wmpoweo KF On Oar 
Saati saell-anllll sella anliiloa 


* 
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III. Bestimmung des Vergdrungs- und Vermchrungsgrades der Hefe. 
Von einer fiinftiégigen Agarkultur wuiden Sacch. formesensis und Saech. 
sake auf den Koj auszug und Sacch. cerevisiae auf den Malzauszug iiber- 
geimpft. Nach 40stiindigem Stehen bei 36° wurden die Hefezellen gesammelt 
und dann in sterile Wasser suspendiert. 1 cem dieser Hefesuspension 
wurde weiter in je 50 ccm der in oben beschriebener Weise hergestellten 
Nahrlésungen im GiargefaiB geziichtet. Nach bestimmter Zeit wurden die 
entwickelte Kohlensaure, der entstandene Alkohol, die Zahl der Hefezellen 
und das Gewicht der getrockneten Hefe bestimmt. 


1. Versuchsreihe. 


Aus Tabelle V und noch einer Reihe anderer Versuche geht hervor, 
da®B alle drei Heferassen im Zuckerrohrsaft die stirkste Gartatigkeit 
sowie Vermehrungsfihigkeit zeigen. Die giinstigste Konzentration 


Tabelle V. 





Ge- Ent- Entwickelte Ver- 
trocknete standener Kohlen- giirungs- 
Hefemenge Alkohol in siiure grad 

in g Volum-°/, ing in °/» 


Gesamt- 
girzeit 
in Std. 


Grade 


Nahrboden Balling 


Saccharomyces formosensis. 
10,42 144 0,175 5,77 2,2 96,18 
Zuckerrohrsaft .. 20,46 189 | 0,225 11,27 91,29 
30,50 216 0,190 11,19 61,60 
10,42 54 0,101 3,7 71,00 
Kojiauszug ) || 20,46 7 0,148 6,31 57,27 
30,42 104 0,181 9,55 59,21 
10,42 36 0,054 1,13 19,70 
Malzauszug 20,46 60 0,081 1,67 14,70 
30,50 80 0,089 1,53 9,20 


Saccharomyces cerevisiae. 
10,42 192 9,109 5,46 ' 91,01 
Zuckerrohrsaft .. { | 20,46 216 0,159 11,00 3, 89,11 
30,50 192 0,146 11,00 60,55 


10,42 60 0,140 3,50 65,60 
Kojiauszug 20,46 91 0,132 5,77 2,28 52,34 
30,42 116 0,116 8,08 3,38 50,11 


10,42 48 0,079 3,07 E 53,74 
Malzauszug 4 | 20,46 72 0,102 4,08 é 36,14 
30,50 96 0,090 2,86 Py 17,22 

Saccharomyces sake. 
10,42 336 0,174 5,54 2,1: 92,34 
Zuckerrohrsaft .. 20,46 384 0,193 11,82 5 95,75 
80,50 350 0,207 14,90 E 82,03 


10,42 120 0,153 3,78 é 70,85 
Kojiauszug , 20,46 168 0,226 6,85 2b: 62,13 
30,42 120 0,168 8,23 : 51,03 
10,42 144 0,122 3,50 61,27 
Malzauszug 20,46 264 0,167 6,77 é 59,97 
30,50 120 0,108 5,92 2,22 35,65 
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des Zuckerrohrsaftes fiir die Garwirkung der Hefe ist bei Sacch. formo 
sensis (I) 10,4° Bg, bei Sacch. cerevisiae (IT) 15,4° Bg und bei Sacch 
sake (IIL) 25,79 Bg. Dagegen ist die geeignetste Konzentration de 
Saftes fiir die Vermehrung der Zellen bei I 20,5° Bg, bei IT 25,79 Bg und 
bei III 20,4° Bg. Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, daB, trotzdem 
der Zucker im Zuckerrohrsaft durch Sacch. formosensis bis zu 96° 
vergoren werden kann, er im Malzauszug durch die gleiche Hefe nu 
zu 20%, zersetzt wird. Diese Erscheinung kann durch den Unterschied 
der Zuckerarten in den Nahrlésungen nicht erklart werden ; denn diesel b« 
Hefe vermag den Zucker im Kojiauszug bis zu 70%, zu vergaren. 


Tabelle VI. 





Ge- Ent- Entwickelte Ver- Gesamt- 

Die erste Die zweite samt- standener Kohlen- giirungs- azididiit 
Nihrlésung Nahrlésung giirzeit Alkohol in sdure grad in cem 
in Std. Volum-°/, in g in °Jy nNaOuH 


Saccharomyces formosensis. 
Zuckerrohrsaft 144 5,85 2,19 97,51 
Kojiauszug 144 5,54 2,09 92,34 
| Malzauszug 120 5,46 2,05 91,01 
we | Zuckerrohrsaft 54. 4,08 1,66 76,19 
Kojiauszug...) Kojiauszug 52 3,64 1,41 68,22 


Zuckerrohrsaft 


Malzauszug 62 + 3,57 1,37 66,91 

| Zuckerrohrsaft 38 1,83 0,44 23,20 
Malzauszug...,  Kojiauszug 36 0,87 0,29 15,20 
Malzauszug 36 0,80 0,26 11,90 


Saccharomyces cerevisiae. 
Zuckerrohrsaft 144 5,54 2,02 92,34 
Zuckerrohrsaft Kojiauszug 120 5,15 77 85,84 
| Malzauszug 120 5,08 } 84,68 
| Zuckerrohrsaft 7 3,76 70,85 
Kojiauszug ... Kojiauszug 7: 3,43 : 62,98 
| Malzauszug : 3,36 64,29 
| Zuckerrohrsaft 5 8,29 57,59 
Kojiauszug é 2.64 46,13 
Malzauszug 2,71 47,44 


Malzauszug... 


Saccharomyces sake. 

| Zuckerrohrsaft 264 5,62 é 93,68 
Zuckerrohrsaft ; Kojiauszug 240 5,08 2,07 84,18 
| Malzauszug 240 4,92 2,0% 82,01 
| _ Zuckerrohrsaft 120 3,86 ‘ 72,35 
Kojiauszug 96 3,50 2% 65,60 
Malzauszug 96 3,43 64,29 
Zuckerrohrsaft 144 3,71 65,00 
Malzauszug.../  Kojiauszug 140 3,36 ; 58,82 


Malzauszug 140 3,29 2s 57,59 


Kojiauszug ... 
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2. Versuchsreihe. 

Wir haben ferner das Garvermégen der in verschiedenen Nahr- 
lésungen geziichteten Hefen vergleichend untersucht. Von der vier- 
tagigen Agarkultur wurde die Hefe auf Zuckerrohrsaft, Malzauszug 
und Kojiauszug von 10,4° Bg iiberimpft. Nach 72 Stunden bei 33° 
wurde die gleiche Menge Hefe wieder auf je 50 ccm der drei verschiedenen 
Nahrlésungen geziichtet und der Verlauf der Garungen beobachtet. 

Die Tabelle VI zeigt, daB bei allen Rassen die aus der Zucker- 
rohrsaftkultur erhaltene Hefe das gréBte Garvermégen hat. Bemerkens- 
wert ist hier auch das Verhalten von Sacch. formosensis: Wahrend 
die aus der Kojiagarkultur erhaltene Hefe den Zucker im Zuckerrohrsaft 
sehr leicht vergirt, kann die aus der Malzauszugkultur erhaltene Hefe 
denselben Zucker nicht mehr so leicht umsetzen. 





Co-Ferment der d-Alanin-Oxydase. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 9, April 1938.) 


Das in der Uberschrift genannte Co-Ferment, das ein Flavin- 
Adenin-Nucleotid ist!, haben wir aus Pferdenieren durch folgencd 
Schritte isoliert: 

EnteiweiBen durch Trichloressigsiure —> Fallung mit Hg SO, aus 
schwefelsaurer Lésung — Fallung mit AgNO, aus_ salpetersaurer 
Lésung —> Fallung mit Barium aus wasseriger Lésung — Extraktion 
mit Phenol aus essigsaurer Lésung — Extraktion mit Kresol aus 
ammonsulfatgesattigter Lésung — Fallung mit Barium aus essig- 
saurer Lésung. 

Bei der EKlementaranalyse des Ba-Salzes, das frei von S und 
Halogen war, fand W. Liitigens: 

5,545mg; 6,806mgCO,; 1,992mg H,0. 

4,636 mg; 0,553 cem Stickstoff [20°. 756 mm]. 
6,417 mg; 1,550 mg BaSO,. 

6,417 mg; 28,67 mg Ammonium-Phosphor-Molybdat. 

Mikro-van Slyke: 1,00 mg Ba-Salz gaben 23 cmm Stickstoff, korr. 


23,8 
23,8cmm - Adeningehalt -100 = 14,3 %. 
cmm -Adeningehalt —— ( 3% 


Mikrohydrierung mit Pt-H, (Entfarbung des Flavins): 0,952 mg 


23 
Ba-Salzabsorbierten 23emm H,. Luminoflavingehalt 875 100 = 26,4%. 
7,5 





Lumino- 


Ba Adenin Havin 


Ba-Salz des Flavin - Adenin- 
Di- Nucleotids C,;H 3, Ny P, 
Ba O,, (=920) 
Berechnet °% 6,2 | 3,37 | 13, 6,74 | 14,9 | 14,7 | 27,8 
Gefunden % 33,6 0 : 6,49 14,2 | 14,3 26,4 


Trotz des etwas zu niedrigen C-Gehalts ist hiernach wohl kein 
Zweifel, daB das Co-Ferment ein Flavin-Adenin-Di-Nucleotid ist. 


1 Diese Zeitschr. 295, 261, 1238; Naturwiss. 26, 201 u. 235, 1938. 





Uber die Lipase der Pankreasdriise verschiedener Tierarten. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Mieezyslaw Janieki. 
Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, Polen.) 
(Eingegangen am 16, Januar 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In den Arbeiten iiber Pankreaslipase wird von den Autoren nur 
selten auch die Herkunft der Bauchspeicheldriise angegeben!. Es kann 
jedoch nicht gleichgiiltig sein, woher die Pankreasdriise stammt, da 
deren GréBe und besonders deren lipolytische Eigenschaften in einer ge- 
wissen Abhangigkeit von der Gattung und Qualitét des Tieres sein 
miissen. Eine gewisse Bestatigung dieser Annahme finden wir in der 
Arbeit von #. Bach und L. Loves?, in der die Verfasser feststellten, dab 
die lipolytische Kraft der aus Pankreas von Schweinen erhaltenen 
enzymatischen Praparate von deren Ernahrung abhangig ist, da sie 
bei fetteren Tieren bedeutend gréBer als bei mageren sein soll. 

Aus diesen Griinden hielten wir es fiir angebracht aufzuklaren, ob 
und welche Beziehung zwischen den physischen Eigenschaften ver- 
schiedener Tiere und Tiergattungen und den lipolytischen Eigenschaften 


der diesen Tieren entnommenen Bauchspeicheldriisen besteht. 


Experimenteller Teil. 


Zu den Untersuchungen wurden die Pankreasdriisen von Schweinen, 
Schafen und Rindern verwandt. Sie wurden den Tieren im Posener 
Schlachthaus gleich nach deren Schlachtung entnommen.  Einige 
Pankreasdriisen wurden photographiert. Ferner wurde stets die Gattung 
des betreffenden Tieres, sein Geschlecht, Alter, Aussehen, Fettgehalt, 
Nutztyp und Lebendgewicht vermerkt. 


An den entnommenen Pankreasdriisen wurde folgendes festgestellt 
bzw. untersucht : 

1. Das Gesamtgewicht des Pankreas. Es wurde die Driise so gewogen, 
wie sie dem Tiere entnommen war. 

2. Das Gewicht des eigentlichen Pankreas. Die Pankreasdriise wurde 
dazu nach Entfernung jeglicher freien Fettbestandteile und Blutgefaibe 
gewogen. 

3. Die Fettumlage der Pankreasdriise. Um das die einzelnen Pankreas- 
lappen einhiillende Fett mengenmaBig festzustellen, wurde es abgeldst, 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente 1926 bis 1934. 2 Diese Zeitschr. 
245, 345, 1932. 
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gewogen und seine Menge in Beziehung zum Cesamtgewicht des Pankres 
vebracht. Es wird bezeichnet als 





1° Verfettung bei 0,0 bis 5°, Fett vom CGesamtgewicht des Pankres 













2° es a Dk 3, OS. es - és ws ss 
3° is js PHOS. 2. TE ss 3 

4° oa sp WO | Ne ies é 

iad _ 52% 2 - - ws i 











4. Die Gestalt (Verzweigung) der Pankreaslappen und die Festigkeit 
(Konsistenz) des Gewebes. 

5. Der Wassergehalt des Driisengewebes, indem dieses 1 Stunde be; 
50°C und dann 10 Stunden bei 105°C getrocknet wurde. 

6. Der lipolytische Wert des Pankreas. Zu dessen Bestimmung wurden 
zunichst trockene Dauerpraparate nach der Acetonmethode von E. Syn! 
hergestellt, die nach Pulverisierung in dicht verschlossenen GefaBen aut 
bewahrt wurden. Darauf wurde der lipolytische Wert dieser Praparate 
mit Hilfe der teilweise modifizierten Methode FE. Syms? bestimmt. Zu 
diesem Zwecke wurden in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben 
50 cem 0,5 mol/Liter Acetonlésung des Methylesters der Buttersaéure ge. 
geben, 4g des zu untersuchenden Pankreaspraparats hinzugefiigt, 1 Minute 
gemischt und dann 10 Minuten stehengelassen, damit der Niederschlay 
sich absetzte. Darauf wurden von dieser Lésung 10 ccm in einen 100 cem 
fassenden Erlenmeyer-Kolben iibergefiihrt, 10 cem eines neutralen Alkohol 
Athergemisches zugesetzt, um die Reaktion zu unterbrechen® und mit 
Phenolphthalein als Indikator mit n,10 alkoholischer NaOQH-Lésung 
titriert. Der Rest der Acetonlésung, der noch das zugegebene Pankreas 
praparat enthielt, wurde noch einmal | Minute lang gemischt und 5 Stunden 
in einen Wasserthermostaten von 40% C gestellt. Darauf wurde der Kolben 
herausgenommen und sein Inhalt wiederum 1 Minute gemischt. Sobald 
der Niederschlag im Verlauf von 10 Minuten sich abgesetzt hatte, wurden 
10cem der Fliissigkeit in einen anderen Kolben gebracht, 10cem des 
alkoholischen Athergemisches zugesetzt und mit n/10 alkoholischer NaOH. 
Losung titriert. Aus der Menge, der unter diesen Bedingungen entstandenen 
Butterséure wurde unter Beriicksichtigung der anfanglichen Aziditat dann 
in Prozenten die Menge des hydrolysierten Esters berechnet. Diese Zah!| 
wurde als lipolytischer Wert der Pankreasdriise angegeben. 

Eine Reihe Vorversuche, bei denen die Pankreaspraparate in Aceton 
5 Stunden lang im Thermostaten bei 40°C gehalten wurden, hatte gezeigt, 
daB die Aziditatszunahme des Praparats allein im Verlauf dieser Zeit kaum 
0,5 bis 1,0°% derjenigen Siuremenge betrug, welche das Pankreaspraparat 
durch Hydrolyse des Butterséiureesters bildet. Die Acetonlésung des Esters 
blieb bei obiger Temperatur im Verlauf von 5 Stunden unverandert. Da 
weiterhin diese Ergebnisse bei allen Vorversuchen iibereinstimmende Werte 
ergaben, wurden bei den spiteren Untersuchungen keine Nullbestimmungen 
mehr ausgefiihrt, und geringe Aziditétsunterschiede der Blindproben 

































blieben unberiicksichtigt. 

In Fallen, in denen die Menge des Pankreaspraparats weniger als 4 ¢ 
betrug, wurden die aus der Untersuchung dieser geringeren Pankreasmenge 
erhaltenen Ergebnisse auf die normale Menge umgerechnet. 


' Biochem. J. 30, 609, 1936. 2 Diese Zeitschr. 230, 36, 1931. 
3 Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol, Chem. 
125, 93, 1923. 
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Schweinepankreas. 
Tabelle 1. Charakteristik des Tieres. 
Gestalt ne 
Nr. Geschlecht Alter i Hiilfte Fettgehalt Nutztyp gewicht 
kg 
1 weiblich kam tot zur normal normal Bekon O61 
Welt 
2 mannlich 1 Tag ; ; 
3 > i ' 
| ss 2 Tage , ” - 
5 %”» 2 Wochen sehr fett Fleischtyp 
6 weiblich ae + normal 
7 mannilich 5 s ; 
8 weiblich fi lang - ia 6.5 
9 Po 12 P AS ‘a ‘a 94) 
10 mannlich, 14 ia normal 12,0 
kastriert 
11 weiblich t'), Monate kurz mager Bekon 58.0 
12 < 5 65.0 
13 mannilich, 8 : - 70.0 
kastriert 
14 weiblich 8! 45 fett Fleischtyp 90.0 
15 “3 9 normal normal Bekon 90.0 
16 a g ‘i et - 88,0 
17 Fe 9 ; lang mager 87.0 
18 Pe 2 4 normal 90.0 
19 ‘ 9 kurz mager 85,0 
20 — 3", om normal fett “a 91,0 
21 re at ra an ‘ 95,0 
22 mannlich, 1 - lang = Fleischtyp — 125.0 
kastriert 
Pa. dasselbe 10 da sehr fett Beken 95.0 
24 Ps 10 normal mager ‘a 89.0 
25 weiblich 10 ; kurz fett Fleischtyp — 110,0 
26 “ 10 ms lang ~ Bekon 92,0 
27 + 10 Z kurz me 88,0 
28 fs 1] ‘9 lang “ Fleischtyp 95,0 
2g mannlich, 11 ea be 125.0 
kastriert 
30 dasselbe Rea 9s kurz ss o 165.0 
31 weiblich 13 = es , BS 190,0 
32 mannlich, 3 , lang » “s 175.0 
kastriert 
33 dasselbe 13 ; me - 180.0 
34 oe. 13 ty kurz a - 135.0 
35 Fe 14 : lang = 200,0 
36 weiblich 15 ‘ ae o 170.0 
37 a lb = kurz fa 143,0 
38 mannlich, 16 s ad mager ‘a 175.0 
kastriert 
39 weiblich 18 es lang fett a 200,0 
40) mannlich, 18 is me ne 2 150.0 
kastriert 
{] dassel be 20 ie es mager = 205,0 
2 re 24 Pe i fett a 300.0 


20)* 
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Tabelle I]. Eigenschaften des Pankreas. 
— Gew. des 
wewieht Ge. pte — 
Ge- aul | wicht auf Was- Lipo- yn 
_ Aussehen, Fett- samt- 00K@ des 100 kg ser- lyti- 100k 
Pier Verzweigung und um- ge. Lebend- jeinen Lebend- ge- scher Lebend 
Konsistenz lage wieht 8¢Wieht pan. gewicht halt Wert gewicht 
umge-  kreas — umge- 7“ . 
rechnet nee gt 
‘ rechnet rechnet 
Nr g g g g O/y | Of 
l schwach verzweigt, 1 0,42 68,8 0,42; 68.8 80,1 3,10 238, 
wenig fest, fast 
schwammig 
2 schwach verzweigt, 1 0,78 67,8 0,78 67,8 80,2 4,30 56,5 
wenig fest 
3 wie Nr. 2 l 1,15 100,0 1,15; 99,0 |82,0| 3,50; 63,0 
4 a, eae 1 0,56 65,9 0,56; 55,9 |81,2) 3,11) 22,4 
5 verzweigt, wenig fest l 3,50 155,0 3,40) 151,1 | 78,0 5,20 173,0 
6 stark verzweigt, 1 13,0 371.0 | 12,4 | 350,4 | 72,3: 8,92 866 
wenig fest 
7 wie Nr. 6 1 15,0 | 375,0 | 14,3 | 356,7 | 71,2:10,81:1107 
8 ss 6 1 20,0 307,0 19,0 | 261,5 70,0 10,26 900 
i) ~ 5 1 14,0 | 156,0 | 13,65 | 150,0 | 70,1/11,53) 511 
10 a Se 1 8,0 66,6 7,6 65,0 |69,5'12,11; 232 
11 ri 6 | 72,0 | 124,1 | 52,0 89,5 71,2 14,00 362 
12 ‘so ae 2 89,0 136,7 82,0 | 126,1 | 74,2 12,40 405 
13 cia ross 7 | 89,0 | 127,1 | 59,0 84,3 (65,2 13,02 381 
14 schwach verzweigt, fest 12 151 167,8 63 70,0 50,1 20,41 712 
15 verzweigt, fest 6 138 153,3 102 113.4 59,6 15,50 710 
16 wie Nr. 15 6 113 128,4 83 94,3 | 62,3.16,82 598 
17 ~wie Nr. 15, aber stark 9 101 116,158 66,6 61,7 18,52 345 
blutig 
18 wie Nr. 15 8 1137 152,2 | 83 92,2 65,9 17,63 554 
19 gn Raat ee 8 80 94,1 | 50 58,8 60,5:15,08 350 
20 ae 2. 9 159 174,6 | 92 101,1 60,4 14,26 570 
21 5¢ kb 7 149 154,7 100 105,0 61,415,388 625 
22 ee | 9 |193 154.4 107 85,6 69,5 13,34 324 
23, kraftig entwickelt, fest 10 170 179,0 90 96,7 62,2.17,10 626 
24 wie Nr. 15 7 {115 129,2 74 72,0 66,0.15,41 436 
25 Pree 5 6 | 92 83,6 65 59,1 60,2/16,12, 380 
26 353? 9 130 141,375 81,5 63,5/17,25 514 
27 15 10 126 143,067 76,1 62,8/16,03 454 
28 Py 15 3 84 88,4 72 75,7 62,6\17,84 505 
29 5 88 70,4 | 73 59,0 62,0/17,01; 377 
30 15 9 107 64,9 62 37,6 52,4/18,98 339 
31 ae 6 103 54,2 75 39,5 51,3/20,82 400 
32 3 8 9 181 103,4 | 99 56,6 54,6,19,27 496 
33 15 10 210 116,6 107 60,0 57,5'19,07 482 
34 er) 4 | 59 43,7 48 35,5 61,6:17,90 251 
35 degeneriert 8 125 62,5 76 38,0 57,6|17,22 277 
36 wie Nr. 23 4 83 48,8 65 38,2 59,1/15,80 244 
37 eae aie 9 136 95,1 | 77 58,8 54,6/17,02 417 
38 “a 6 90 51,4 66 37,9 60,0)16,60 246 
39 eer 10 201 105,0 95 47,5 57,7|19,68 396 
40 ea ee 10 240 160,0 118 78,6 64,5 /13,84 387 
41 ie 11 |122 60,0 59 29,0 50,2/14,72 202 
42 Cea 8 375 125,0 235 78,3 50,8 21,84 837 
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7. Die Lipasemenge in der Pankreasdriise. Diese wurde durch Multi- 
likation des Trockengewichts der eigentlichen reinen Pankreasdriise mit 
ler ihren lipolytischen Wert ausdriickenden Zahl angegeben. 

Die erhaltenen Untersuchungsergebnisse sind in den Tabellen I 
und Il zusammengestellt. 

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, daB gewisse Merkmale 
der Bauchspeicheldriisen beim Schwein mit dem Alter des Tieres in 
Zusammenhang stehen und da andere wiederum keine deutliche 
GesetzmaBigkeit erkennen lassen. 

Die durch das Gesamtgewicht ausgedriickte GréBe des Pankreas 
steht zu seiner Fettumlage und zum Alter des Tieres in gewisser Be- 
ziehung. Normalerweise entwickelt sich die Driise etwa 6 Monate lang. 
spiter ist ein weiteres Wachstum gewohnlich nur noch unbedeutend. 





Abb. 1. Pankreas des Schweines Nr.6. Die Liinge des Pankreas etwa 12 em. 


Das Gewicht des Pankreas ohne Fettumlage schwankt zwischen 48 bis 
235 g, gewohnlich innerhalb 60 bis 80g. Die Fettumlage ist sehr ver- 
schieden, bei ganz jungen Schweinen ist sie gering, spiter nimmt sie 
parallel sowohl zur allgemeinen Fettigkeit als auch zum Alter des Tieres 
zu, so da man bei alteren, selbst mageren Tieren eine sogar sehr starke 
Fettumlage der Pankreasdriise antreffen kann. 

Die Gestalt der Bauchspeicheldriise ist charakteristisch, wie aus 
den Abbildungen 1 bis 3 hervorgeht. Die Driise besteht aus Lappen 
mit mannigfaltiger und verschieden starker Verzweigung. Diese Ver- 
zweigung kann schon beim jungen Tiere auftreten, wird jedoch 
gewohnlich mit zunehmendem Alter stirker, obwohl der Grad der 
Pankreasverzweigung ein individuelles Artmerkmal des Tieres und 
nicht von seinem Alter, Geschlecht, Gewicht und Fettgehalt ab- 
hangig ist. 

Die Konsistenz (Festigkeit) des Driisengewebes ist bei jiingeren 
Schweinen lockerer, bei alteren ist sie von der Geschlechtsreife ab 
(etwa 9 Monate) fester bis véllig fest. Oft zeigt jedoch der Pankreas 
bei alteren Tieren wieder eine lockere Konsistenz, was wahrscheinlich 
auch mit dem gr6éBeren Fettgehalt in Zusammenhang steht. 
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Der Wassergehalt schwankt von 50 bis 82°,. Bei jiingeren Tiere: 
ist mehr, bei alteren weniger Wasser vorhanden. Der Grund ist der mi 


dem Alter des Tieres zunehmende Fettgehalt im Pankreas. 


oo 


Abb.2. Pankreas des Schweines Nr. il. Die Liinge des Pankreas etwa 22 cm. 


Rechnet man das Gewicht des Pankreas auf LOO kg Lebendgewicht 
des Tieres, dann kann besonders beim Gewicht des eigentlichen Pankreas 
ohne Fettumlage eine ziemlich bedeutende GesetzmaRigkeit beobachtet 


Abb. 3. Pankreas des Schweines Nr. 23. Die Liinge des Pankreas etwa 32 em. 


werden. Diese Zahl ist im jiingeren Alter bis zu 8 Monaten verhaltnis- 


maBig héher, mitunter sogar sehr hoch, im héheren Alter dagegen nie- 


driger und nimmt allmahlich mit der Zunahme des Lebendgewichts des 
Tieres ab, 

Der lipolytische Wert des Pankreas nimmt etwa bis zum 9. Monat, 
d.h. bis zur Geschlechtsreife, zu. Dann verbleibt er annaiherungsweise 
auf gleicher Héhe, die etwa 17°, des hydrolysierten Esters, unabhangig 
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von Gewicht und Verzweigung des Pankreas, entspricht, dagegen in 
rewissem Grade vom Fettgehalt des Scehweines abhangig ist. Fette 
liere haben namlich 6fters einen gréBeren lipolytischen Pankreaswert als 
magere. In gewissem Sinne werden dadurch also die Beobachtungen 
von £. Bach und L. Lowes bestatigt, wenngleich diese Unterschiede 
nicht groB sind. AuBerdem kommen nicht selten individuelle Ab- 
weichungen vor, da das Pankreas bei manchen mageren Schweinen auch 
einen hohen lipolytischen Wert besitzt. 


Die auf 100 kg Lebendgewicht umgerechnete Lipasemenge ist 
am kleinsten bei ganz jungen, einige Tage alten, am gréBten dagegen bei 
| bis 2 Monate alten Tieren. Bei 9 bis 14 Monate alten Schweinen betragt 


die Lipasemenge etwa 400 Einheiten und nimmt dann, allerdings mit 


hedeutenden Schwankungen, mit  zunehmendem Gewicht — des 
Schweines ab. 
Der Pankreas des Sehafes. 


Tabelle IIL. Charakteristik des Tieres. 





Gest It Lebend- 
: testa : : i 

18, oe fettgehalt gewicht 
Gesehlecht der Hiilfte Fettgehalt Nutztyp . 


kg 


weiblich 9 Monate kurz normal _ fleischig-wollig 30,0 

mannlich I = fett on 37,0 

weiblich l lang normal ma 31,0 

- I kurz fett 38,0 

mannlich, I: normal normal ; 47,0 
kastriert 

weiblich 12 lang fett 42.0 

14 < a 40.0 

14 kurz -s ‘ 46,0 

18 ‘ lang = ; 39,0 

24 " “a sehr fett . 45.0 

mannlich 30 Pe normal fett F 49,0 

s 36 A lang sehr fett 55,0 

weiblich 36 = fett 64,0 

67,0 


” 42 + $9 

Hinsichtlich der Ab- 
hangigkeit des lipolyti- 
schen Wertes und der Li- 
pasemenge des Pankreas 
vom Geschlecht oder vom 
Nutzwert der Schweine 
konnten wir in dieser 
Richtung keine deutlichen 
Beziehungen feststellen. 

Die Pankreasdriise 


der Schafe ist von der- 
Abb. 4. Schafpankreas. Die Linge des Pankreas etwa 21 cm. 
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Tabelle IV. Eigenschaften des Pankreas. 





Gewicht 
des 

Gesamt- reinen Lipass 

gewicht Ge-  pankreas menge 

; Ge- auf wicht auf Lipo- auf 

_ Aussehen, - samt- 100 kg des 100 kg Wasser- lyti- 100 kg 
Verzweigung und : ge- Lebend- reinen pepend- gehalt  scher Lebend 
Konsistenz * wicht gewicht Pan- — gowicht Wert gewichi 
umge- kreas “\ymge- umge- 

rechnet rechnet rechnet 


g £ 


— 


schwach verzweigt 34,0 | 113,3 90,0 72,7 | 5,25 129,3 
und wenig fest 
wie Nr. 1 
verzweigt, wenig fest 
wie Nr. 1 


71,0 192,0 | 44,0 1420 73,0 6,83 219,7 
33,0 | 106,4 | 27,0 | 87,1 | 74,0 | 5,85) 132 
41,0 108,0 33,0 87,0 74,9 8,23 180 
47,0 100,0 39,0 83,0 73,0 4,92 110 
52,0 | 122,8 42,0 100,0 72,1 6,05 169 
62,0 | 155,0 48,0 120,00 72,0 5,30 178 
47,0 | 102,2 39,0 84,7 | 73,1 | 7,02} 160 
69,0 | 177,0 54,0 1384 73,0 8,60 318 
94,0 | 209,0 80,0 177,0 75,4 10,10 442 
57,0~ 116,0 46,0 93,8 76,4 | 9,60) 219 
70,0 | 127,0 47,0 85,4 72,4 10,82 256 
53,0 82,9 40,0 62.56 | 70,6 |12,20! 223 
54,0 80,7 43,0 64.2 | 71,2 '11,63| 213 


CONTRO 
He OU ad he GO Ole Ot ee i He OD 


jenigen der Schweine erheblich verschieden. Vor allem ist ihre Gestalt 
mehr lappenférmig und wenig verzweigt (Abb. 4) und die Konsistenz wenig 
fest. Die Fettumlage ist gleichmaBiger und schwacher als bei Schweinen 
und betragt héchstens etwa 40° des Pankreasgewichts. Das Gewicht 
sowohl des gesamten wie auch des eigentlichen Pankreas (ohne Fett- 
umlage) ist kleiner als bei Schweinen. Die Erklarung ist natiirlich durch 
das geringere Lebendgewicht des Schafes, gegeben: aber sogar bei 
gleichem Lebendgewicht ist das Pankreasgewicht bei Schweinen auch 
gréBer, Das Gewicht des Schafpankreas ohne Fettumlage betragt 
gewohnlich 40 bis 50 g und ist nur selten gréGer oder kleiner. Auf 100 kg 
Lebendgewicht umgerechnet, nimmt das Gewicht des Pankreas etwas 
ab, wenn das Lebendgewicht des Schafes zunimmt. 


Der lipolytische Wert des Pankreas von Schafen unter 2 Jahren ist 
bedeutend geringer als bei alteren Tieren und ist iiberhaupt niedriger 
als bei Schweinen. Die Menge der Pankreaslipase flterer Schafe betragt. 
auf 100 kg Lebendgewicht umgerechnet, etwa 200 Einheiten und_ ist 
bedeutend geringer als bei Schweinen. 

Der Wassergehalt der Driise schwankt in den Grenzen von 70, 
bis 75,4°, meistens betragt er etwa 73°, ist demnach gréBer als im 


Pankreas der Schweine. 
Die Pankreasdriise der Rinder (Abb. 5) ist gew6hnlich schwacher 
als bei Schweinen und starker als bei Schafen verzweigt. Sowohl ibr 
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Das Pankreas der Rinder. 


Tabelle V. Charakteristik des Tieres. 





Lebend- 
‘ettgehalt Nutztyp gewicht 
kg 


Gestalt 


Geschlecht der Hialfte 


mAinnlich kurz mager milchig 37,0 
re a lang normal is 39,0 
weiblich , “2 fett ju 50,0 
mannlich , kurz normal re $2.0) 
a . normal “a “a 48,0 
9 lang fett o 60,0 
weiblich S mager #8 46,0 
mannlich ; kurz e ; 250,0 
mannlich, 2 lang normal fleischig- 150.0 
kastriert milchig 
dasselbe 36 kurz zs dasselbe 425,0 
mannlich 36 ; lang : milchig 375,0 
mannlich, : a fett fleischig- 575,0 
kastriert milchig 
dasselbe 4: ” kurz dasselbe 400,0 
“i 4: fe lang : so 380,0 
a d ms Pe os 560.0 
weiblich is normal milchig 380,0 
~ ‘“ mager Pe 425,0 


, 


Tabelle VI. Eigenschaften des Pankreas. 





. Gew. des 
Gesamt- reinen Lipase- 
gew ' Ge- Pankreas menge 
icin Ge- 100 ke wicht auf ; auf 
Verzweigung und Fett- samt- Lebend- = | — 
phe a um- ge-  cowicht reinen Lebend-  gehalt Lebend- 
puone lage wicht S°¥CM Pan- | gewicht W gewicht 
umge- kreas umge- umge- 
rechnet rechnet rechnet 


£ £ £ 


schwach verzweigt 37,0 100,0 31,0 88,0 72.6 1,95 45,0 
und wenig fest 
wie Nr. 1 

l 


31,0 80,0 24,0 61,5 71,9 | 1,94: 33,3 
22.0 44,0 20,0 40,0 73,6 2,09 22,2 
36,0 85.6 32,0 76,2 74,3 | 2,13) 40,9 
35,0 72,9 33,0 68,7 73,1 | 2,10: 34,7 
25,0 41,6 22.0 36,6 70,0 2,35 25,8 
29,0 63,0 26,0 56,5 73,0 | 2,18 33,2 
214.0 85,6 171,0 68,4 67,0 6,52 147,1 
335,0 74,4 290,0 64,4 62,3 9,13 221,6 
181,0 42,5 1580 37,1 62,9 7,00 964 
272,0 72,6 238.0 63,4 72,9 8,28 142,4 
327,0 57 285,0 50,0 69,7 9,23 139,0 
165,0 145.0 36,2 71,7 10,50 107,4 
237,0 y 169,0 44,5 68,5 11,40 159.6 
355.0 ve 250.0 44,6 66,8 12,42 167,1 
345.0 315.0 83,0 68.5 12,60 329,0 


iO Wie 


ow 


l 
I 
l 
l 


sow a 
verzweigt, wenig fest 
wie Nr. 9 
1 
l 
9 
9 
wire © 
verzweigt, fest, 
gelblich gefarbt 
verzweigt, fest 2 | 205,0 2 185.0 43,5 69,4 9,00 1198 


ee 


Co Go 


organ e \~) 
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Gesamt- als auch Reingewicht ist von allen untersuchten Tieren da 
groBte, Die Fettumlage ist gew6hnlich gering und die Konsistenz de: 
(rewebes ist meistens wenig fest. Der Wassergehalt im Pankreas der 
Kalber betragt tiber 70°, und bei véllig ausgewachsenen Rinder 
vewohnlich unter 70°. 

Der lipolvtische Wert des Pankreas ist in deutlicher Abhangigkeit 
von dem Alter der Rinder. Bei Kalbern ist er ganz klein, bei alterem 


Abb. 5. Rinderpankreas. Die Litnge des Pankreas etwa 53 cm, 


Vieh wird er allmahlich immer gréBer und ist am gréBten bei gut aus- 
gewachsenen alteren Tieren. 

Die auf 100kg Lebendgewicht umgerechnete Lipasemenge im 
Pankreas ist bei Rindern von allen drei untersuchten Viehgattungen 
die kleinste. ; 

Ergebnisse. 

Die Untersuchungen tiber die Pankreasdriise von Schweinen. 

Schafen und Rindern ergaben: 


1. GréBe und Gestalt des Pankreas sind verschieden und haupt- 
sichlich von Gattung und Alter des Tieres abhangig. In der Jugend 
ist die Driise klein, dann entwickelt sie sich allmahlich und erlangt ihre 
normale Entwicklung mit der Geschlechtsreife des betreffenden Tieres. 
Kin weiteres Wachstum findet in nur sehr geringem Grade statt. 


Gewicht und Grébe des Pankreas sind bei Rindern am grébten 
und beim Schaf am kleinsten, auf 100 kg Lebendgewicht umgerechnet 
sind sie aber am gréBten bei Schafen. Bei Schweinen ist die Ver- 
zweigung des Pankreas am kraftigsten ausgebildet. Die endgiiltige 
Grobe des Pankreas, seine Gestalt und Verzweigung sind ein individuelles 
Merkmal. wobei man hei derselben Gattung Tiere mit kleinem, groBem 
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oder sogar sehr grofem Pankreas antreffen kann. Dasselbe kann man 
von der Verzweigung sagen. Diese Merkmale sind in keiner deutlichen 
\bhangigkeit von anderen Kigenschaften des betreffenden Tieres. 

2. Die Konsistenz des Pankreas ist verschieden. Bei jiingeren 
Tieren ist sie lockerer, bei alteren fester bis ganz fest, aber auch hier 
kénnen grobe individuelle Unterschiede  festgestellt werden. Der 
Pankreas der Schafe ist im allgemeinen von lockerer Konsistenz, die 
erOBte Festigkeit besitzt es beim Schwein. 

3. Schon in verhaltnismaBig jungem Alter zeigt die Pankreasdriise 
eine Fettumlage, die, allerdings in breiten individuellen Grenzen, am 
kraftigsten bei Schweinen, am schwachsten bei Rindern und bei Schafen 
mittelmabig ausgebildet ist. 

4. Der Wassergehalt in der Pankreasdriise junger Tiere ist grob 
und betragt 70 bis 85°, mitunter sogar mehr. Bei alteren Tieren ist er 
veringer und betragt im Schweinepankreas 50 bis 60°, bei Rindern 
60 bis 70°, und bei Schafen 70 bis 75°,. 

5. Der lipolytische Wert des Pankreas junger Tiere ist klein und 
nimmt mit zunehmendem Alter bis zur Geschlechtsreife zu. In diesem 
Lebensabschnitt zeigen die Pankreasdriisen bei den einzelnen Tieren 


vrobe Schwankungen hinsichtlich des lipolvtischen Wertes. Spate1 


stabilisiert sich der lipolytische Wert und nimmt bei manchen Tieren 
nur verhaltnismaBig gering zu. Der Pankreas magerer Tiere hat 6fters 
einen etwas geringeren lipolytischen Wert als derjenige fetter Tiere. 
Der lipolytische Pankreaswert von Schweinen, Rindern und Schafen 
verhalt sich im geschlechtsreifen Alter wie 17:11: 12 und ist demnach 
unabhangig von der GréBe und Konsistenz des Pankreas. 

Die Menge der auf 100 kg Lebendgewicht umgerechneten Lipase- 
menge der Bauchspeicheldriise schwankt innerhalb weiter Grenzen 
und ist von der GréBe und Konsistenz des Pankreas, vom Geschlecht 
und Nutzwert des Tieres unabhangig, hangt aber von der Gattung ab. 
Die Menge der Lipase bei Schweinen, Rindern und Schafen steht in 
der Geschlechtsreife im Verhaltnis von 4,0; 2,5: 1,5. 





Zur Biochemie der Torula utilis. 
I. Mitteilung: 
Die Auffindung von Duleit in Holzzuckerhefe. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 
(Aus der Landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin und dem 
Institut fiir Garungsgewerbe. ) 


(Eingegangen am 15. Februar 1938.) 


In den letzten Jahren haben wir uns eingehend mit der Massen- 
ziichtung von sogenannten Wuchshefen, insbesondere der wilden Hefe 
Torula utilis beschaftigt. Veranlassung gab das fiir die deutsche Selbst- 
versorgung mit hochwertigen EiweifBfuttermitteln wieder aufgegriffene 
Futterhefeproblem, das schon im Weltkriege als sogenanntes Delbriick- 
Verfahren eine gewisse Rolle spielte. 


Wahrend damals mit Riibenzuckermelasse als Rohstoff unter dem Druck 
der Kriegszeit vorwiegend empirisch gearbeitet werden muBte, haben wi 
zunachst die biologischen und biochemischen Grundlagen fiir eine 6konemi- 
sche Hefeziichtung systematisch studiert! dadurch, daB wir an Hand von 
Stoffbilanzen zeigten, wie der Vorgang dieser biologischen Zellsubstanz- 
Synthese bzw. Eiweib-Synthese unter Erziehung von Héchstausbeuten im 
Dauerbetriebe véllig reproduzierbar geleitet werden kann. Angestrebt wurde 
rationellste Ausnutzung der Rohstoffe durch Ausschaltung von Neben- 
reaktionen. Es gelang nicht nur, die Alkoholbildung zugunsten der Hefe 
bildung praktisch bis auf den Nullwert zu driicken, es konnte vielmeh: 
auch der Bedarf an organischen Stickstoffquellen, die ja beim Delbriick 
Verfahren in der Melasse in reicher Menge vorlagen, ja, sogar vergeudet 
wurden’, véllig auszuschlieBen. Auch die Ausnutzung des zugesetzten 
anorganischen Ammoniakstickstoffs konnte bis auf etwa 98%, getrieben 
werden. 


Als wichtige technische Rohstoffe studierten wir bisher Holzzucker? 
und Sulfitablaugen4 verschiedener Herkunft, Kartoffelmaischen® (Ki- 


wei}-Schlempe-Verfahren) usw. 


1 H. Fink, R. Lechner u. E. Heinisch, diese Zeitschr. 288, 71, 1935: 

Dissertation J. Krebs, Universitat Berlin, 1938; Versuche gemeinsam mit 
H. Miinder, noch unverdffentlicht. 2 Nach einer Denkschrift des Ver 
eins Deutscher Melassespiritusfabrikanten 1916 sollen auf 50000 t erzeugten 
HefeeiweiBes rund 22300 t ,,Rohprotein’“ in Form von nicht hefeassimiliet 
barem Melassestickstoff in den Abwassern verlorengegangen sein. 
3 H. Fink, R. Lechner u. E. Heinisch, diese Zeitschr. 278, 23, 372; 283. 
71, 1935; 286, 83, 1936. 4H. Fink u. R. Lechner, Angew. Chem. 49. 
775, 1936; Zeitschr. f. Spiritusind. 1936, S. 373; Wochenbl. f. Papierfabr. 
1937, S. 907. 5 H. Fink, Zeitschr. f. Spiritusind. 1937, S. 57. 
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Wahrend diese Substrate an forst- bzw. landwirtschaftliche Er- 
zeugnisse und somit letzten Endes an die Scholle gebunden sind, haben 
wir neuerdings in einfachen Kohlenstoffverbindungen, wie Acetaldehyd. 
Alkohol und Essigsdure!, vollwertige Kohlenstoff- und Energiequellen 
fiir die technisch-biologische EiweiBsynthese mit Torulahefe erkannt, 
die unabhangig von der Scholle auf der Kohlenbasis erzeugt werden 
kénnen. Auch hier waren nur anorganische Zusatze, vor allem Ammo- 
niakverbindungen notwendig. Die Futterhefeerzeugung ist damit zum 
ersten Male losgelést von der Scholle technisch verwirklicht worden, 
was aus folgenden von uns erzielten Ausbeutezahlen hervorgeht. 

Aus 100 kg reinem Acetaldehyd und anorganischen Nahrsalzen 
wurden erhalten bis zu 200 kg Hefe (25%, Tr. S. und 55 bis 60°, Roh- 
protein). 

Aus 100 kg reiner Essigsiure wurden erhalten bis zu 176 kg Hefe 
(25% Tr. 8. und 55 bis 60% Rohprotein). 

Aus 100 kg reinem Athylalkohol wurden erhalten bis zu 290 ke 
Hefe (25%, Tr. 8S. und 55 bis 60° Rohprotein). 

Aus 100 kg D. A. B. 6 Glucose wurden erhalten bis zu 210 kg Hefe 
(25% Tr. 8S. und 55 bis 60% Rohprotein). 

Die Ubertragung dieser Ergebnisse in den technischen Mastab 
ist bisher von uns fiir die Holzzuckerarten nach Scholler und Bergius 
in verschiedenen technischen Betrieben unter Beweis gestellt worden ?. 
Auch von Essigsiure-, Alkohol- und Sulfitablaugehefen sind schon 
gréBere Mengen fiir Fiitterungsversuche erzeugt worden; ferner erwies 
sich die Dauerziichtung (ohne neue Stellhefe) durch viele Fiihrungen 
hindurch, trotz Anwendung sonst nur anorganischer Zusitze bei den 
genannten Substraten als durchfiihrbar (Bios- Problem). 


Damit schien uns der Zeitpunkt gekommen zu sein, das nunmehr 
in reicher Menge vorliegende, verschiedenartige Hefematerial in bio- 
chemischer Richtung eingehend zu untersuchen. 


Auf Grund der in mancher Hinsicht eigentiimlichen Lebens- 


bedingungen bei der Ziichtung versprachen diese Arbeiten, neue Er- 
gebnisse zu bringen. Tatsachlich sind ja die biologischen Verhaltnisse 


bei den technisch erzeugten Futterhefen stark abweichend von den 
bisher aus sehr vielen wissenschaftlichen Untersuchungen bekannten 
anderen technischen Hefen, wie sie bei der Bier- und Weinbereitung, 
auch bei der PreBhefefabrikation und bei anderen Garungsgewerben 
anfallen. 


1 H. Fink, J. Krebs u. R. Lechner, diese Zeitschr. 290, 135, 447, 1937: 
Zeitschr. f. Spiritusind. 1938, S. 28. 2-H. Fink, Vorratspflege u. Lebens- 
mittelforschung 1, 52, 1938 und folgendes Heft 2, S. 107. 
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Am meisten Ahnlichkeit besteht noch mit der PreBbhefefabrikatio: 
mit der die Futterhefegewinnung mit Torulahefe unter anderem das Zulaui 
verfahren und das sogenannte Lufthefeverfahren gemeinsam hat. 

Als abweichende Merkmale sind besonders hervorzuheben: 

1. Die Verwendung einer wilden Hefe, der Torula utilis, einer s: 
genannten Wuchshefe, deren Stoffwechsel stark von dem der Kultur 
hefen abweicht. Nochmals hervorzuheben ist ihre Fahigkeit, sich weit 
gehend auf den Atmungsstoffwechsel umzustellen!, der ja bekanntlic! 
im Vergleich zum Géarungsumsatz des Zuckers den etwa 40fachen 
Knergiegewinn bringt. 

2. Die Verwendung neuerer technischer Kohlenstoff- und zugleich 
Knergiequellen fiir die Hefeziichtung wie Holzhydrolysate nach Scholl:; 
und Bergius, Sulfitablaugen, insbesondere aber reiner, einfacher Sub 
stanzen wie Acetaldehyd, Essigsiure und Alkohol. 

3. Die Verwendung von Ammoniak- bzw. Ammoniumsalzen als 
einziger Stickstoffquelle. Lediglich aus dem Holze kommen geringste 
Spuren, etwa 0,1°%, Stickstoff, bezogen auf reduzierenden Zucker 
hinzu, die zum Teil organischer Natur sein kénnen. 

4. Intensive Liiftung und zugleich Luftverteilung, die nach ent- 
sprechender Anpassung eine fast 100° ige Umstellung des Garungs 
stoffwechsels auf den Atmungsstoffwechsel erméglicht, so daB nur noch 


Spuren von Alkohol gefunden werden. 


In der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir die Auffindung und 
Isolierung von Dulcit aus Holzzucker-Torula, der in dieser Hefe in ver- 
haltnismapBig groBer Menge, ndmlich zu fast 1%, der Hefetrockensubstan- 
vorkommt. 

Bei einer vergleichenden Untersuchung der Torula mit anderen 
Hefen in bezug auf ihren Gehalt an einfachen und komplexen Kohlen- 
hydraten (Hefegummi, Glykogen, Trehalose usw.) fiel es uns auf, dab 
an der Stelle, wo nach dem von Myrbdck? angegebenen Darstellungs- 
verfahren die T'rehalose hatte anfallen miissen, ein kristallisierter 
Korper in reichlicher Menge auftrat, der unméglich Trehalose sein konnte. 

Der Kérper schmilzt nach mehrmaligem Umkristallisieren aus 
70%, Alkohol und sorgfaltigem Trocknen bei 186,5 bis 187,5° korr 
Er schmeckt schwach siiB, ist optisch inaktiv und nur in Wasser gut 
léslich. In Alkohol lést er sich nur sehr wenig, in organischen Lésungs 
mitteln gar nicht. Er reduziert Fehlingsche Lésung auch nach laingerem 
Kochen mit verdiinnten Sauren nicht. Er gibt mit Essigsaureanhydrid 
Pyridin in fast quantitativer Ausbeute ein Acetat vom Fp. 171° korr. 
Acetylgehalt, Molekulargewicht und Elementaranalyse des Acetats 


' Vgl. auch Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 2 Myrbdck u 
Vestenblad, ebenda 288, 329, 1936. 
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charakterisieren es als ein Hexaacetat eines Cy-Kérpers mit sechs OH- 
Gruppen. Ein echter C,-Zucker oder ein Derivat eines solchen konnte 
aber kaum vorliegen. Jn Frage kam eher ein noch unbekannter Inosit 
(von zehn moglichen Stereoisomeren sind erst drei bekannt) oder ein 
Hexit. Die Entscheidung ist aus der Elementaranalyse einwandfrei 
zu treffen: Der aus der Torula isolierte Kérper hat die Bruttoforme! 
C,Hg(OH),, ist also ein Hexit. Sein Schmelzpunkt und der des Hexa- 
acetats stimmt mit dem des Dulcits! bzw. dessen Acetats iiberein, 
ebenso die der beiden Diacetonderivate, die in der Literatur? beschrieben 
sind. Der Mischschmelzpunkt mit kauflichem Dulcit (Schering-Berlin) 
zeigt keine Depression. Der Korper ist also als Dulcit zweifelsfrei identi- 
fiziert. 

Damit ist aus der Torula ein recht ungewoéhnliches Stoffwechsel- 
produkt isoliert worden, denn unseres Wissens ist in der sehr umfang- 
reichen Literatur das Vorkommen eines mehrwertigen Alkohols der 
Zuckerreihe (Glycerin nicht eingeschlossen) in der Hefe noch nie be- 
schrieben worden. Es erhebt sich sofort die Frage nach dem Ursprung 
und der physiologisch-chemischen Entstehungsweise des Dulcits in 
der Torula unter den angewandten Ziichtungsbedingungen. 

Auffallig ist besonders, daB trotz des groBen Sauerstoffiiberschusses, 
der durch das intensive Liiften in der Wiirze und fiir die Hefe dauernd 
vorhanden ist, ein hydriertes Produkt gebildet wird. Wir halten die 
Entstehung des Dulcits — etwa gekoppelt an den viel Energie liefernden 
Atmungsvorgang — aus Spaltprodukten der Glucose durch Konden- 


sation von C,-Kérpern (Acetaldehyd) oder C,-K6érpern, die nach unseren 


heutigen Auffassungen im Stoffwechsel der Hefen eine so groBe Rolle 
spielen, fiir sehr unwahrscheinlich. AuBerdem kommt noch hinzu, dal 
die Bedingungen fiir eine solehe Kondensation immer gegeben sind, 
ohne da sich der Dulcit normalerweise in der Hefe bildet. 

Wir machen uns vielmehr, zunachst als Arbeitshypothese, von der 
intstehung folgendes Bild, das schon fruchtbare Anhaltspunkte fiir 
eine experimentelle Aufklarung der Beziehungen erkennen laBt. 

Fir den unmittelbaren Grundkérper des Dulcits halten wir die 
Galaktose, die in einer Konzentration von maximal etwa 4 bis 5°, des 
gesamten reduzierenden Zuckers® in der Holzzuckerwiirze vorkommt. 
Dafiir spricht die Tatsache, daB wir aus Torula, die in anderen Nahr- 
medien (bisher Alkohol und Essigsaure) unter ahnlichen Bedingungen 
geziichtet worden ist, Dulcit nicht isolieren konnten. Allerdings wird 
es sich unserer Ansicht nach nicht um eine der gewohnten biokata- 


1 Veal. Tollens-Elsner, Kurzes Handbuch d. Kohl., 8S. 352. 2h. Fischer 
u. M. Bergmann, Ber. d. deutsch-chem. Ges. 49, 289, 1916. 3 Nach An- 
gaben von Herrn Dr. Hugo Koch von der Deutschen Bergin-A. G., Mann- 
heim-Rheinau. 
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lytischen Hydrierungen, die in so mannigfaltiger Weise von garende: 
Hefe an Aldehyden verschiedenster chemischer Struktur vonstatten 
geht, handeln. Dagegen spricht erstens das Vorhandensein tiberschiissiger 
Sauerstoffs, der als konkurrierender Wasserstoffakzeptor in Frage kommt 
zweitens da bei solchen biochemischen Hydrierungen durch Hef 
die Umwandlung von vergirbaren Zuckern, vor allem von Glucose 
in den entsprechenden Hexit (z. B. Sorbit) bis jetzt noch niemals beob 
achtet worden ist, drittens daB der Dulcit sich tatsichlich in der Hefe 
vorfindet, wahrend sonst die hydrierten Produkte vorwiegend in dem 
wasserigen Nahrmedium verteilt sind und von Hefe kaum assimiliert 
(d. h. also in die Zellsubstanz eingebaut) werden. 


Die Frage, warum die Torula iiberhaupt die Galaktose, die fiir sie doch 
in gewissem Sinne ,,unverdaulich* ist, aus der Wiirze aufnimmt, ist nicht 
so ohne weiteres zu beantworten. Wir nehmen an, dai die Resorptions 
strukturen, die das Nahrsubstrat, also in erster Linie Glucose, aus de: 
Wiirze in der Zelle zum Zwecke des Abbaues usw. festhalten, nicht so 
konfigurationsspezifisch sind wie z. B. die in Funktion tretenden Desmo 
lasen. Sie kénnen zwischen Glucose und Galaktose keine Auswahl treffen. 
Dadurch aber, daB die Galaktose wegen der strengen Konfigurations 
spezifitat nicht abgebaut werden kann, wiirde es allmahlich zu_ eine: 
Blockierung der ,,Resorptionszentren* fiihren, wenn nicht die Hefezelle den 
Ausweg beschritte, sich durch Hydrierung der Aldehydgruppe zum Alkohol, 
also durch eine konfigurationsunspezifische Reaktion, der Galaktose zu 
entledigen (endozellulare Entgiftung). Warum nun gerade eine Hydrierung 
zum Duleit und keine Dehydrierung zir Galaktonsiure stattfindet, ist vor 
laufig noch nicht ersichtlich. Der Grund, daB8 durch Oxydation zur Saure, 
die nicht mehr weiter abbaufahig ist, eine Ubersiuerung des Plasmas und 
eine womdglich stérende, stark saure Carboxylgruppe entstéande, ist insofern 
nicht stichhaltig, als bekanntlich diese einwertigen Saéuren der Zuckerreihe 
sehr leicht Laktone bilden, die ebenfalls wie die Zuckeralkohole neutrale 
Kérper sind. In diesem Zusammenhange wird es interessant und aufschlu 
reich sein, festzustellen, in welcher Form (frei oder irgendwie gebunden) 
der Dulcit im Hefeplasma (etwa als Phosphat) vorliegt. Wir hoffen, durch 
unsere folgenden Versuche diese Fragen aufzukliren. 

Sollte sich unsere begriindete Vermutung, daB Dulcit in der Torula 
bei der Futterhefegewinnung nach unserem Verfahren aus der Galaktose 
der Holzzuckerlésungen! entsteht, bewahrheiten, so ware das auch 
noch in anderer Hinsicht von Bedeutung, namlich im Hinblick auf die 
in den Holzzuckerwiirzen in viel reichlicherer Menge (etwa 15 bis 25°, 
des reduzierenden Zuckers) vorkommenden unvergarbaren Pentosen. 
(‘ber das Schicksal der Pentosen ist man sich hier namlich noch keineswegs 
im klaren, da der ganze Fragenkomplex mit groBen analytischen 


1 Nachwe's und Bestimmung wurden von H. Koch durch Oxydation 
zur Schleimsaéure gefiihrt. Da auch Dulcit dabei Schleimsaéure gibt, mul 
die wenig wahrscheinliche Méglichkeit ins Auge gefaBt werden, da Dulcit 
in der Holzzuckerlauge vorliegt und von der Hefe nun gespeichert wird. 
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Schwierigkeiten in bezug auf die bilanzmabige Erfassung verbunden ist. 
Die Frage der Assimilierbarkeit konnte bisher noch nicht entschieden 
werden. Nach breit angelegten Untersuchungen, die Richard Lechner 
in unserem Institut durchgefiihrt hat, steht fest, das Pentosen, bestimmt 
durch Uberfithrung in Furfurol und Erfassung desselben mittels Barbi- 
tursaure, bei der Futterhefeziichtung verschwinden. Es ist nun durchaus 
méglich, daB analog zu der beschriebenen Dulcit bildung aus den Pentosen 
Pentite entstehen, die sich dann dem Nachweis entziehen wiirden, da 
bekanntlich Pentite (Xylit und Arabit) bei der iiblichen Pentosen- 
bestimmung kein Furfurol liefern wiirden. 

Zu erwahnen bleibt noch, da’ die Holzzuckeriutterhefe, von der 
100 kg bei groBtechnischer Herstellung etwa 45,00 bis 60,00 RM. kosten 
diirften, ein billiges Ausgangsmaterial fiir die Dulcitgewinnung darstellt, 
zumal die extrahierte Hefe in ihrem Werte kaum vermindert ist. 


Experimenteller Teil. 
Tsolierung des Dulcits aus Hefe. 


Wie schon oben erwahnt, faBten wir den Dulcit, als wir nach dem 
Myrbdckschen (|. ¢.) Verfahren aus der Torula die Trehalose gewinnen 
wollten. Es zeigte sich bei der naheren Untersuchung, daB die Aus- 
beuten und der Reinheitsgrad des Dulcits am giinstigsten waren, wenn 
man eine davon nur wenig verschiedene Isolierungsmethode anwandte, 
die wir im folgenden beschreiben: 

Lkg gut abgesaugte Torula (22 bis 25°, Hefetrockensubstanz) 
wurde mit 2,5 Liter 95°,igem Alkohol verriihrt und 2 bis 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wird abgesaugt und mit 
0,5 Liter 70°{igem Alkohol nachgewaschen. Die klaren, gelbgefarbten 
Filtrate werden auf etwa 200 bis 250 ccm eingeengt, wobei sich erhebliche 
Mengen Fett (Eigenfett der Hefe und als Schaumdampfungsmittel bei der 
Ziichtung zugesetztes Garfett) alsOlabscheiden. Nach dem Abkiihlen wird 
das fest gewordene Fett abfiltriert und mit warmem Wasser gewaschen. 
Das dunkelgelb gefairbte Filtrat wird mit 100 cem einer 25°,igen Mer- 
curisulfatlésung in 10°,iger Schwefelsiure versetzt, wobei sich ein 
erheblicher Niederschlag bildet, der abgesaugt und auf der Nutsche 
mit warmem Wasser gewaschen wird. Das Filtrat wird unter Turbinieren 
mit Bariumearbonat gegen Kongoumschlag neutralisiert. Danach wird 
abgesaugt, der Filterriickstand mit warmem Wasser gut gewaschen 
und in die gesammelten Filtrate Schwefelwasserstoff geleitet, bis sich 
keine zusatzliche Fallung mehr zeigt. Das blanke, schwach gelb gefarbte 
Filtrat wird in einer Schale auf dem Wasserbad bis auf 50 bis 70 ecm 
eingeengt. Die dunkel gefarbte konzentrierte Lésung wird iiber Nacht 
im Eisschrank stehengelassen. Der Dulcit kristallisiert in reichlicher 
Menge aus. Er wird abgesaugt zuerst mit wenig eiskaltem Wasser, 
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dann mit 70° igem und zum SchluB mit 95 %igem Alkohol gewaschen 
Der Korper bleibt rein weiB auf dem Filter, und eine Probe zeigt nac! 
dem Trocknen bei 105° den Fp. 181° (Rohprodukt). 

Die Mutterlauge wird mit den wassrigen und alkoholischen Filtraten 
vereinigt und mit dem gleichen Volumen 95 °%igen Alkohols versetzt 
Manchmal zeigt sich jetzt ein flockiger Niederschlag, der sofort abfiltriert 
wird. Aus der klaren Lésung kristallisiert beim Aufbewahren im Eis 
schrank eine weitere Menge Dulcit. Aus 1 kg abgepreBter Torula von 
einem durchschnittlichen Gehalt von 23 °/, Hefetrockensubstanz wurden 
jeweils 1,8 bis 2,0 g Rohkristallisat gewonnen, woraus nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus 70°%igem Alkohol 1,7 bis 1.8 ¢ reiner Dulcit 
erhalten wurden. Der Gehalt der Hefetrockensubstanz an Dulcit betrict 
also 0,8 bis 0.9%. 


In den meisten Fallen stand uns Trockenhefe auf dem Walzen 


trockner getrocknet von einem Durchschnittsgehalt von 85°, Hefe- 
trockensubstanz zur Verfiigung. In diesem Falle verriihrten wir 1 ke 
Trockenhefe mit 4,5 Liter 95 °,igem Alkohol und 1000 ccm Wasser und 
lieBen die Aufschlammung einige Stunden stehen, worauf abgesauct 
und der abgepreBte Filterkuchen mit 500 cem 70 °,igem Alkohol gewaschen 
wurde. Die Filtrate wurden ganz entsprechend wie oben aufgearbeitet 


Die Ausbeute betrug 7,5 bis 8,0 g Dulcit aus 1 kg Trockenhefe (das sind 
850 g¢ Hefetrockensubstanz). 


Aus Torula, die statt in Holzzuckerwiirze in Alkohollisungen als 
C-Ndhrstoff geziichtet wurde, konnte trotz mehrmaliger Wiederholung 
des Versuchs Dulcit nicht isoliert werden. 


Abanderungen dieser Isolierungsmethode ergaben  bedeutend 
schlechtere Ausbeuten und waren meistens sehr viel umstandlicher 
in der Aufarbeitung. Versucht wurden folgende Verfahren: 


1. Herstellung eines Hefekochsaftes durch halbstiindiges Auskochen 
von | kg Trockenhefe mit 31 Wasser. Es entstand dabei ein sehr schlecht 
filtrierbarer Brei, der sich auch nur unvollkommen zentrifugieren lie(}. 
Die Lésung war so stark mit anderen Stoffen aus der Hefe verunreinigt. 
daB bei den zur Reinigung vorgenommenen Fallungen ein sehr groBer Teil 
des Dulcits verlorenging. Die Ausbeute betrug dann nur noch etwa den 
zehnten Teil der iiblichen Menge. 

2. Herstellung eines Autolysesaftes durch Verriihren von | kg Trocken 
hefe mit 1 Liter Wasser, 100 cem Essigester und 100 cem Toluol und 3- bis 
4tagiges Stehen im Brutschrank. Die Aufarbeitung stieB auf ahnliche 
Schwierigkeiten wie beim Hefekochsaft. Die Ausbeute war ebenfalls sel 
schlecht. i 

3. Auskochen der Hefe mit 70% igem Alkohol. Auch dieses Verfahren 
hat gegeniiber der oben beschriebenen angewandten Isolierungsmethode 
erhebliche Nachteile. Die Aufarbeitung ist jedenfalls nicht einfach und die 
Ausbeuten lagen merklich niedriger. 
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Auch aus den Léslichkeitsverhaltnissen ist zu schlieBen, dai die an 
sewandte Extraktion der Hefe mit etwa 70° igem Alkohol bei Zimmer 
temperatur die Hefe an Dulcit so ziemlich erschépfen muB, d.h. also, dats 


dabei maximale Ausheuten erzielt werden kénnen. 


Reinigung des Dulcits iiber die Bleiacetatfdllung. 

0,5 g¢ Dulcit vom Fp. 184,5 bis 185,5° korr. wurden in 20 cem Wasser 
velést und 10 cem kaufliche Bleiacetatl6sung zugegeben. Die Lésung blieb 
blank. Nach Zusatz von l0cem 15°%iger Ammoniaklésung wurde der 
Niederschlag abzentrifugiert und zweimal mit je 25 cem 5 %iger Ammoniak- 
losung gewaschen. Der Niederschlag wurde in Wasser suspendiert und das 
Blei wie tiblich mit Schwefelwasserstoff gefallt. Das blanke Filtrat wurde 
eingeengt und mit dem dreifachen Volumen Alkohol versetzt. Im Eis- 
sehrank schieden sich iiber Nacht schéne groBbe Nadeln ab, die nach dem 
sorgfaltigen Trocknen in der Trockenpistole bei 100° den verlangten Schmelz- 
punkt Fp. 187 bis 188° zeigten. Der Kérper schmolz im Gemisch mit kaut- 
lichem reinem Dulcit bei demselben Schmelzpunkt. Ausbeute 0,456 g, 
das sind 91% der urspriinglich angewandten Menge. Der Dulcit wird also 
ahnlich wie Inosit von ammoniakalischer Bleiacetatfallung fast quantitativ 
mitgefallt. 

Elementaranalyse des reinen Dulcits: Bruttoformel C,H ,,O,. 

Einwage: 4,811 mg; CO,: 7,015 mg; H,O: 3,320 mg. 

4,930 mg; CO,: 7,100 mg; H,O: 3,270 mg. 
Gef.: 39,79% C, 7,72% H, 
39,30%% C, 7.42% H. 
Ber.: 39,56% C, 7,69% H. 


Darstellung des Hexaacetats. 
1g Duleit wurden zu 15 cem entwiassertem Pyridin und 8 g Essigsaéure- 
anhydrid gegeben. Der Ansatz wurde einen Tag im Brutraum gehalten. 
Beim EingieBen in Wasser schieden sich weibe Kristalle ab, die aus Alkohol 
und Essigester umkristallisiert wurden. 
Ausbeute 2,12 g, das ist 90°, der Theorie. Fp. 171°. 
Elementaranalyse : 
Bruttoformel: C,H,O, . (OC .CH,),; Molekulargewicht : 434. 
Einwage: 4,600 mg; CO,: 8,415 mg; H,O: 2,530 mg. 
Gef.: 49,91°%; 6,15% H. 
Ber.: 49.77%; 5,99% H. 
Acetylbestimmung : 
Einwage: 0,3000 ¢; Verbrauch an n/10 NaOH: 42,8 cem. 
Gef.: 61,3% Acetyl. 
Ber.: 59,7% Acetyl. 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 
Einwage: 0,1754 ¢ Acetat; 1,0346 ¢ Campher. 
Schmelzpunktsdepression: ¢ 16,0°. 
Molekulargewicht gef.: 424. 
* ber.: 434. 
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Darstellung der Acetonderivate. 


lg feingepulverte Substanz wurde zu 100 cem wasserfreiem Aceto 
gegeben und vorsichtig 0,5 cem konz. Schwefelséiure zugetropft. Der Ansat 
wurde 2 Tage unter 6fterem Umschiitteln bei Zimmertemperatur stehe: 
gelassen. Der Dulcit ging in Lésung. Danach wurde die Acetonlésung i; 
100 cem verdiinnte Natronlauge, die eben zur Neutralisation der Schwefe 
saure ausreichte, gegossen und mit etwas Sodalésung schwach alkalisc! 
gemacht. Die Fliissigkeit wurde im Vakuum abgedampft und der trockene 
Riickstand mehrmals mit Essigester ausgezogen. Die vereinigten Essiy 
esterfiltrate wurden im Vakuum eingedampft, wobei die Acetonkérper al- 
schwach gelblich gefarbter, kristallinischer Riickstand anfiel. Die beiden 
Acetonkérper, die etwa in gleicher Menge vorlagen, konnten durch Um 
kristallisieren nicht getrennt werden. Die saubere Trennung wurde jedoch 
dureh langsame Sublimation im Vakuum bei 2 bis 3mm Hg und_ 100! 
erreicht. 

0.72 ¢ Gemisch ergaben 0,40 g sublimierten Diacetonduleit | vom 
Fp. LII korr. und 0,31 g¢ Diacetondulcit [1 vom Fp. 145 bis 146° kort 
E. Fischer! gibt Schmelzpunkte von 113° und 145 bis 146° an. 

Klementaranalyse: Bruttoformel C,,H..O,; Molekulargewicht: 262. 

Diacetondulcit I: Einwage: 4,898 mg; 9,880 mg CO,; 3,630 mg H,0O. 

Gef.: 55,14% C; 8,29% H. 
Ber.: 54,96% C; 8,40% H. 
Diacetondulcit Il: Einwage: 5,218 mg; 10,450 mg CO,; 3,925 mg H,0O. 
Gef.: 54,649% C; 8,42% H. 
Ber.: 54,96% -C; 8.40% H. 

Damit ist an der Identitaét unseres aus Torula isolierten Kérpers mit 
dem schon bekannten Dulcit nicht mehr zu zweifeln. 

Da wir zur Zeit mit anderen technisch-biologischen Problemen 
stark beschaftigt sind und unsere rein wissenschaftlichen Arbeiten 
somit nur langsam fortschreiten, bitten wir, uns dieses Gebiet der 


Untersuchung der Torulahefe noch einige Zeit zu iiberlassen. 


1 E. Fischer u. M. Bergmann, |. ce. 
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Uber die Bildung 
von Histamin aus Histidin durch tierische Gewebe. II. 
Von 


E. Werle und K. Krautzun. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie in Diisseldorf.) 


Eingegangen am 28. Februar 1938.) 
get qY 


Wir haben in tierischem Gewebe ein Ferment aufgefunden. welches 
Histidin zu Histamin zu decarboxylieren vermag (1). Das Ferment war 
nur in gewissen Organen von Meerschweinchen und Kaninchen, und zwar 
besonders wirksam in der Niere anzutreffen. Nachweisbar war es aber 
auch in Pankreas und Leber von Meerschweinchen, sowie in der Leber 
von Kaninchen. Seine Lésungen sind nur beschrankt haltbar, sie ver- 
lieren aber ihre Wirkung beim Dialysieren nicht. Die Histaminausbeute 
stieg mit der angebotenen Histidinmenge, woraus auf eine kleine 
Affinitatskonstante der Ferment-Substratverbindung zu schlieBen ist. 
Das Ferment wurde schon in m/1l000 KCN-Lésung total gehemmt. 


In der vorliegenden Arbeit wurden im Hinblick auf eine Mit- 
teilung von Zipf (2, 3), nach welcher das Vorhandensein — einer 
Histidincarboxylase in Kaninchenniere nicht bestatigt werden konnte, 
zundchst unsere friiher mitgeteilten Befunde erneut tiberpriift, ins- 
besondere haben wir die Méglichkeit der bakteriellen Histaminbildung 
in unseren Versuchsansitzen nochmals untersucht. Wir fanden auch 
jetzt, daB voéllig steril bereitete Ansitze!, z. B. mit Meerschweinchen- 
nierenschnitten eine betrachtliche Histaminbildung bewirkten. So 
ergab ein Ansatz mit 30 mg Histidinchlorid und 0,3 g Meerschweinchen- 
nierenschnitten in 3 Stunden bei 37° eine Ausbeute von 135 y 
Histamin-dichlorhydrat?.  Dariiber hinaus finden unsere Angaben 
ihre Bestatigung in einer Untersuchung iiber Histaminbildung durch 
tierisches Gewebe von Holtz und Heise (4), die kurz nach der unsrigen 
und unabhangig von ihr ver6ffentlicht worden ist. In der Regel befanden 


sich unsere Versuchsansitze in verstopften Reagensglisern unter einer 


| bis 2em dicken Toluolschicht in Luftatmosphare. Dabei war die 
Sauerstoffabgabe an die Reaktionslésung so gering, das fiir die von uns 


! Wir sind dem Bakteriologischen Institut der Medizinisechen Akademie 


Diisseldorf fiir die Durchfiihrung der Sterilitaétsproben zu Dank verpflichtet. 

- 2 Die Ausbeuten waren nicht gréBer fiir den Fall, daB die Schnitte, 
Extrakte und Lésungen in der tiblichen Weise, also nicht steril, hergestellt 
wurden. 
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meist gewahlten Reaktionszeiten von rund 3 Stunden die Wirkung de: 
Histaminase der Extrakte kaum in Erscheinung trat. Wird aber di: 
teaktionslésung ohne Toluol in Warburgschen ManometergefaBen ode 
im Glasarm nach Krebs (5) unter standiger Sauerstoffversorgung ge 
schitittelt, so wird, wie Holtz und Heise (4) fanden, und wie wir bestatige: 
kénnen, die Histaminausbeute meist entscheidend herabgesetzt, da 
nunmehr das Histamin durch die in den Organen bzw. Extrakte: 
vorhandene Histaminase (1) fast ebenso rasch abgebaut wird wie. es 
entsteht!. 

Wir haben weiterhin das Vorkommen der Histidincarboxylas: 
untersucht (siehe Tabelle 1). AuBer in den oben angegebenen Organen 
fand sich das Ferment noch in der Milz vom Huhn und im Pankreas 
vom Hamster, ferner in der Niere und Leber von Maus, Hamster und 
Huhn, sowie in der Niere von Ratten. Mit Ausnahme der Kaninchenniere 
erreichte jedoch in keinem Fall die Histaminausbeute die bei Meer 
schweinchenniere beobachteten Werte. In 20 Stunden vermochte bei 
pu 8,1 und 37° der wasserige Extrakt aus 0,5 g Kaninchenniere im 
Gesamtvolumen von 4,5 ccm von 5mg Histidinbase 2% zu decarb- 
oxylieren, was einer Ausbeute von 135 y Histamindichlorhydrat 
entsprach. Wir zogen friither die Méglichkeit in Betracht, daB_ bei 
denjenigen Nierenextrakten, bei welchen keine Histaminbildung zu 
beobachten war, das gebildete Histamin sofort von der Nieren- 
histaminase zerst6rt wird und damit der Bestimmung entgeht. Da 
wir aber auch bei der Rattenniere, welche nach Edlbacher und Zeller (6 
keine Histaminase enthalt, selbst in N,-Atmosphare nur eine geringe 
oder auch gar keine Histidindecarboxylierung feststellen kénnen, sie 
ferner bei Hunde-, Rinder- und Schweinenierenextrakten auch unter 
Stickstoff fehlt bzw. nur minimal ist, ist diese Méglichkeit wenig 


wahrscheinlich geworden. Die Fahigkeit zur Decarboxylierung von 


Histidin scheint demnach nur auf die Nieren gewisser Tiere, ins 
besondere von Meerschweinchen und Kaninchen, beschrankt zu sein 

Fiir die Untersuchung der Eigenschaften der Histidincarboxylase 
ist es erschwerend, daB die Lésungen des Ferments nur wenig haltbar 
sind. Es 1aBt sich auch nicht ein einheitliches Ausgangsmaterial in der 
iiblichen Weise, namlich durch Aceton-Athertrocknung der Niere er 
halten, da hierbei das Ferment zerstért wird. Ein Trockenpraparat 
kann jedoch dadurch gewonnen werden, da man die in Scheiben zer- 
schnittenen Nieren mit Kohlensaureschnee gefriert und im Vakuum 
trocknet. Doch scheinen auch diese Pulver nicht unbegrenzt haltbar 


1 In den Versuchen der vorlaufigen Mitteilung iiber Histidindecarb- 
oxylierung von EF. Werle (1) war iibrigens diese Ausbeuteverminderung 
heobachtet worden. In den spateren Versuchen unserer ausfiihrlichen 
Mitteilung war die Sauerstoffversorgung offenbar auBerst gering. 
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zu sein. Bei der Zerstérung des Ferments durch Aceton-Athertrocknung 
seiner Lésung bzw. der frischen Niere wird nicht eine fiir die Wirksam- 
keit des Ferments notwendige Komponente entfernt, denn der Zusatz 
des Riickstandes der Aceton-Atherverdampfung zur wasserigen Auf- 
losung des Niederschlages ruft die Aktivitat des Ferments nicht wieder 
hervor. Ebenso enthalt die AuBenfliissigkeit der Dialvse einer Lésung 
des Ferments kein Agens, welches die Fermentwirkung zu_steigern, 
aber auch keines, das sie zu hemmen vermiéchte. 

Zahlreiche Fermente sind in Glycerinlésung weit bestandiger als in 
Wasser. Wir untersuchten daher, ob die Carboxylase in Glycerin 
iiberfiihrbar ist und fanden, daB absolutes Glycerin das Ferment nur 
sehr wenig aufnimmt; etwas mehr 86 °,iges Glycerin. Es kénnen daher 
nach wiederholter Glycerinextraktion noch betrachtliche Ferment- 
mengen durch Wasser herausgelést werden. Doch scheint dieses Ver- 
fahren fiir die Reinigung des Ferments keinen Vorteil zu bieten. Bei 
diesen Versuchen wurde beobachtet, da der Zusatz von Glycerin zur 
Fermentlésung die Aktivitat der Carboxylase erheblich herabsetzt (z. B. 
um 80%). Der Zusatz von Glycerinextrakt zu wasserigem Extrakt 
ergibt eine Hemmung, die nur derjenigen, die durch das zugesetzte 
Glycerin bewirkt wird, entspricht. Der Glvcerinextrakt enthalt also 
weder einen Aktivator noch einen Hemmungskoérper fiir die Carb- 
oxylase. Wir versuchten weiterhin durch eine Saurefallung bei py 5 
BallasteiweiB zu entfernen. Dabei zeigte es sich, daB das Ferment 
gegen schwach saure Reaktion empfindlich ist. Das gleiche gilt fiir 
schwach alkalische Reaktion, z. B. py 9. Wurden namlich gleiche 
Proben der Fermentiésung, bei py 5, 7 und 9, 2 Stunden bei 37° 
belassen und dann saimtlich auf px 9 gebracht, so ergab sich die 
groBte Histaminausbeute in jener Probe, welche urspriinglich bei 


pu 7 geblieben war. Wird aber das Ferment nach dem Pufferzusatz 
(pu 9) 2 Stunden bei 6° aufbewahrt, so wird seine Aktivitét nicht 
beeintrachtigt. Wenn so auch die Bestandigkeit des Ferments eine 
geringe ist, so ist es fiir die Starke seiner Wirkung doch gleichgiiltig, 


ob z. B. der Nierenbrei sofort nach der Tétung des Tieres, also etwa 
2 Minuten post mortem oder 160 Minuten nach dem Mahlen angewandt 
wurde. Eine Hemmungs- und Enthemmungseinrichtung, wie sie z. B. 
Willstatter und Rodewald (7) bei den Amylasen in vitro fanden, 
war also fiir die Histidincarboxylase nicht nachweisbar. 

Eine Reinigung des Ferments sollte auch durch Verdauung des 
verunreinigenden EiweiBes durch Papain versucht werden. Dabei ergab 
sich jedoch, daB die Wirksamkeit der Carboxylase durch die Papain- 
wirkung in kirzester Zeit véllig verloren geht. So wurden z. B. aus 5 mg 
Histidin durch 1 ccm Meerschweinchennierenextrakt (1:4) bei 379 und 
pu 8.2 im Gesamtvolumen von 3,5 cem in 2 Stunden 21» Histamin 
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gebildet. Wurde jedoch der gleiche Ansatz hergestellt mit einer Ferment 
lésung, welche 2 Stunden lang bei 37° mit 2 mg Papain Merck gestande: 
hatte, so wurde tiberhaupt kein Histamin erhalten. Die Zerstérung des 
Ferments durch das zugesetzte Papain ist keine augenblickliche, sie is! 
um so vollstandiger, je linger das Papain einwirkt. Unter unsere: 
Versuchsbedingungen war sie manchmal schon nach 30 Minuten bei 37° 
vollstandig. Die Zerst6érungsgeschwindigkeit stieg mit zunehmende 
Papainmenge an. Auch war sie nahe dem Wirkungsoptimum des 
-apains weitgehender als bei py 8,3. Mit Cystein aktiviertes Papain 
zerstorte rascher als das nicht aktivierte Ferment. Wahrend z. B. in 
einem Versuchsansatz in Gegenwart von 0,5 mg Papain 3,8 » Histamin 
gebildet wurden (gegeniiber 22 im Versuch ohne Papain), wurde 
nach Aktivierung von 0,5 mg Papain durch 1 mg Cystein kein Histamin 
mehr erhalten. Fir die Erklarung der Papainwirkung gibt es folgende 
Moglichkeiten : 

1. Die Proteinase ,,Papain*: verdaut den kolloidalen Trager ces 
Ferments ,,Histidincarboxvlase’*. Dafiir spricht insbesondere, dab die 
spezifische Aktivierung der Proteinase durch Cystein sich in der ge- 
steigerten Carboxvlase zerst6renden Wirkung widerspiegelt. Zwar 
bewirkt die zugesetzte Cysteinmenge auch eine starke Hemmung der 
Carboxylase, die Summe der beiden Hemmungswirkungen, namlich 
derjenigen des Papains und derjenigen des Cysteins, erreicht aber nicht 
die Héhe der bei aktiviertem Papain beobachteten Hemmung. 

2. Das Praparat Papain kénnte die Fahigkeit besitzen, Histamin 
zu inaktivieren, was eine Zerstérung der Carboxylase vortéuschen 
kénnte. Die Untersuchung dieser Frage hat aber ergeben, daB das an- 


gewandte Papainpraparat keine Histaminase enthalt. So wurden 10 » 


Histamin bei vierstiindiger Einwirkung von 2 mg Papain im Gesamt- 
volumen von 3ccm_ bei 37° und py 8,2, sowie bei guter Sauerstoff- 
versorgung nicht angegriffen. Somit bleibt nur die Méglichkeit, dai 
das Papain in der Tat das Ferment Carboxylase abbaut!. DaB der 
kolloidale Traiger kein EiweiB, sondern z. B. ein Polysaccharid darstellt, 
ist nicht wahrscheinlich, weil ja das Papain in seiner Wirkung durch 
Cystein verstirkt wird. Wir haben uns auch davon iiberzeugt, dat 
Papain Merck keine Amylase enthalt. Die Histidincarboxylase der Meer- 
schweinchenniere besitzt also ein Tragerprotein, welches durch Papain 
abgebaut werden kann. Wie Cystein, so bewirken auch Glutathion und 
Ascorbinséiure eine betrachtliche Hemmung des. Ferments, ebenso 
Schwefelwasserstoff. Cystin hemmt dagegen nur eben deutlich, etwas 
stirker Kohlenoxyd; Natriumpyrophosphat ist ohne Einflu®B auf die 
Aktivitat des Ferments. 

! Erwahnt sei, dafiSi nach unseren Versuchen Histaminase (Torant!! 
Bayer) aus Darmschleimhaut durch Papain nicht abgebaut wird. 
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Die eingangs erwahnte Blausiurehemmung des Ferments _ ist 
reversibel. Durch 24stiindige Dialyse kann die Blausdure entfernt und 
ein groBer Teil der Fermentaktivitat zuriickerhalten werden. Eine 
gleiche Probe des mit Blausdiure versetzten, jedoch nicht dialysierten 
Ferments ist nach 24 Stunden noch vdllig ohne Wirkung. Wabrend 
Cu und Fe’ die Wirkung des Ferments stark beeintrachtigen (1). 
bleibt sie durch Mn” vollig unbeeinfluBt!. 


Uberblickt man alle gepriiften Zusitze, so ergeben sich durch- 


weg mehr oder weniger starke Hemmungen des Ferments, ohne daB fiir 
sie eine gemeinsame Erklarung erkennbar ware. Wahrscheinlich handelt 
es sich dabei nicht immer um unmittelbare Hemmungseffekte. Még- 
licherweise wird die Fermentaktivitét auch dadurch beeintrachtigt. 
daB die Zusitze jene Faktoren (z. B. Fermente) in ihrer Wirkung 
verstarken, welche die sehr labile Histidincarboxylase zerstéren. Doch 
sprechen die Versuche dafiir, daB das Ferment Schwermetall enthalt. 


Die vorliegende Untersuchung iiber die Eigenschaften und das 
Vorkommen der Histidincarboxylase dienten nicht nur der naheren 
Charakterisierung des Ferments, sondern waren auch als Vorarbeit 
gedacht zur Gewinnung von Fermentlésungen, die es erlauben sollten, 
das durch sie aus Histidin gebildete Histamin zu isolieren und chemisch 
zu identifizieren. Es wurde aber weder ein carboxylasereiches Organ 
eines gréBeren Schlachttieres aufgefunden, noch hat sich ein einfacher 
teinigungsweg fiir die Carboxvlase gezeigt, so daB fiir Untersuchungen 
iiber dieses Ferment Meerschweinchen- und Kaninchenniere als giinstig- 
stes Ausgangsmaterial gelten miissen. 


Vor Abschlu8 dieser Arbeit haben wir jedoch eine Méglichkeit zur 
Reinigung des Ferments aufgefunden in der Adsorptionsanalyse. Die 
Histidincarboxylase laBt sich nach geeigneter Vorbehandlung der 
Extrakte z. B. durch eine Adsorptionsschicht von Aluminium oxy- 
datum hydric. pur. pulv. Merck quantitativ zuriickhalten und ebenso 
quantitativ wieder durch m3 Bicarbonat eluieren. Dabei kann das 
Ferment aus verdiinnten, wenig aktiven Lésungen konzentriert und weit- 
gehend gereinigt werden. Weiterhin ergab sich noch die Méglichkeit 
durch Halbsattigen mit Ammonsulfat Lésungen des Ferments weit- 
gehend zu stabilisieren. Uber diese Versuche werden wir demnichst 
berichten. 

Versuchsteil. 
Die Gewinnung der Fermentlésungen und Organschnitte, sowie die 


Ermittlung der Histaminausbeuten geschah in der friiher beschriebenen 


Weise (1). 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen hat sich ergeben, dal} bei 
neutraler Reaktion auch Mn” hemmt. 
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I. Histaminbildung durch sterile Meerschweinchennierenschnitte. Dir 
Versuche wurden wie friiher angegeben (1) durchgefiihrt. Versuchsbeispiel 
03g  Meerschweinchennierenschnitte + 30mg |-Histidinbase + 2,2 cem 
m/5 sek. Natriumphosphat!. Nach 3 Stunden bei 37°: Histaminausbeute 
135 y. Im Parallelversuch ohne Histidin entsprach die histaminahnliche 
Wirkung des gesamten Ansatzes nur 1,1 7 Histamin. Unter den gleichen 
3edingungen, jedoch ohne strenge Wahrung der Sterilitat, ergab der gleiche 
Ansatz 139 + Histamin. 


Tabelle 1. Vorkommen der Histidincarboxylase. 
Ks bedeuten: + Falle, in denen teils positive, teils negative Befunde er- 
hoben wurden; + eben deutliche; +--+ gut meBbare; +++ starke; 
keine Decarboxylaseaktivitat. 





Tierart Niere Leber Pankreas  Milz Hirn Lunge Magen Herz 


Meerschweinchen ... +++.) + - + 
Kaninchen : 

Hamster 

Ratte 


Schwein 
Hund 


Katze 


II. Zur Frage der Histaminbildung durch Extrakt aus Nierentrocken- 
pulver. 

Beispiele: 1. 1g durch Aceton-Athertrocknung erhaltenes Trocken- 
pulver aus Meerschweinchenniere wird mit 4 ccm Wasser 30 Minuten lang 
extrahiert und scharf zentrifugiert. 3 cem dieses Extraktes + 2 cem Puffer 

5 mg Histidin 150 Minuten bei 37°; keine Histaminbildung. 2. Das 
Trockenpulver aus 4 g_ frischer Meerschweinchenniere (erhalten durch 
Vakdumtrocknung nach Gefrieren mit CO,-Sechnee) wird mit 16 ccm Wasser 
30 Minuten lang extrahiert. Dann werden folgende zwei Anséatze fertig- 
gestellt : 

a) leem Extrakt + 2ecem Puffer + 2.5 mg Histidinbase; 2 Stunden 
hei 37°. Histaminausbeute: 21 +. 

b) leem Extrakt + 2 ecem Puffer ohne Zusatz von Histidin. Histamin 
ausbeute 0,0 ¥. 

III. Histaminbildung aus Histidin durch Meerschweinchennieren- 
glycerinextrakt. 

Von 21g Meerschweinchennierenbrei werden je 7 g in der folgenden 
Weise extrahiert. 

1. 7g Nierenbrei + 14 ccm absolutes Glycerin; nach einstiindigem 
Extrahieren wird abzentrifugiert. der Riickstand nochmals in absolutem 
Glycerin (14cem) | Stunde lang verriihrt. Nach abermaligem Zentrifu- 


1 Dieser Puffer wurde — wo nichts anderes vermerkt ist — stets 
verwendet, 
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gieren und Abziehen des iiberstehenden Extraktes wird in der gleiehen 
Weise zweimal mit je 14 cem Wasser extrahiert. Je 3 ccm der so erhaltenen 
vier Extrakte werden mit je 2cem Puffer und je 5 mg Histidin versetzt 
und 4 Stunden bei 37° belassen. Zu jedem Ansatz wird ein Leerversuch 
ohne Histidin fertiggestellt. Die in den vier Hauptversuchen erhaltenen 
Histaminausbeuten waren: Je 2 7 in den Ansitzen mit absolutem Glycerin 
extrakt und je 87 in den Ansitzen mit wiasserigem Extrakt. 

2. 7g Nierenbrei werden genau wie unter 1. beschrieben zweimal mit 
86 %igem Glycerin und dann zweimal mit Wasser extrahiert. Die Extrakte 
werden, wie oben angegeben, mit bzw. ohne Histidin angesetzt. Die er- 
haltenen Histaminausheuten waren: Im Ansatz mit dem ersten Extrakt 

28; mit dem zweiten Extrakt 14°; mit dem dritten und vierten 
Extrakt je Il y. 

3. 7g Nierenbrei werden wie oben beschrieben zweimal mit Wasser 
extrahiert. Ansatze wie oben. Histaminausbeuten waren 85 bzw. 31 ¥. 

TV. Hemmung der Histidincarboxrylase durch Glycerin. 

1. 3eem eines wasserigen Meerschweinchennierenextraktes + 3cem 
Wasser + 2 cem Puffer + 5 mg Histidinbase 3 Stunden bei 37°. Histamin- 
ausbeute 15. 

2. Wie 1., jedoch anstatt 3ceem Wasser Zusatz von 3cem 86 %igem 
Glycerin. Histaminausbeute 2 y. 

Vereinigung von Glycerinextrakten mit wdsserigen Extrakten aus Meer- 
schweinchenniere. Versuchsbeispiel: 1,5 cem des ersten Glycerinextraktes 
(von ITT., 2) werden mit 1,5 cem des ersten wisserigen Extraktes (von IIT., 2) 
und 2cem Puffer + 45mg Histidinbase versetzt und 4 Stunden bei 37° 
belassen. Histaminausbeute: 227. Sie stimmt innerhalb der Fehler- 
grenzen der Bestimmungsmethode mit der aus der Summe der Ferment - 
wirksamkeiten der beiden vereinigten Extrakte zu erwartenden, namlich: 
a 


= ) 19,5 7, nahe iiberein. 


2 
V. Bestidndigkeit der Histidincarborylase bei verschiedenen H’-Konzen- 
trationen. 

A. Bei alkalischer Reaktion. Je 1 cem Meerschweinchennierenextrakt 
werden a) mit 2cem Puffer bei 37°, b) bei 0°, ¢) ohne Puffer 135 Minuten 
belassen. Danach werden zu a), b) und c) 5 mg Histidin, zu ec) auBerdem 
noch 2ceem Puffer gegeben. Die in diesen Ansatzen erzielten Histamin- 
ausbeuten waren dann bei a) 14 », bei b) 27 +, bei e) 28 7. 


(- 


B. Bei saurer Reaktion. 3 cem Nierenextrakt werden mit n Essigsaéure 
auf py 4,6 eingestellt. Nach halbstiindigem Stehen wird der Niederschlag 
abzentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit mit n Natronlauge schwach 
alkalisiert. Der Niederschlag wird in 3cem Puffer aufgenommen. Je 
15cem der beiden Lésungen werden mit 5 mg Histidin versetzt. Nach 
3 Stunden bei 37° war nur im Ansatz mit der iiberstehenden Fliissigkeit 
Histamin, namlich nur 1,4 7, enthalten. Aus dieser geringfiigigen Ausbeute 
geht hervor, da das Ferment bei py 4.6 zerstért wird. Arbeitet man bei 
0°, so bleibt das Ferment zum gréReren Teil erhalten. 

VI. Fermentaktivitdt des Nierenbreies zu verschiedenen Zeiten nach 
seiner Bereitung. 

Zwei Meerschweinchennieren werden sofort nach Tétung des Tieres 
gemahlen und davon je 0,25 g¢ mit 2cem Puffer und 2,5mg_ Histidin 
a) 2 Minuten, b) 30 Minuten, ¢) 160 Minuten nach dem Zermahlen angesetzt 
und je 10 Minuten bei 37° belassen. Histaminausbeuten a) 0,6 7, b) 0,8 ¥, 





$22 E. Werle u. K. Krautzun: 


¢) 0,7 7. Die geringen Histaminausbeuten erklaren sich |. aus der geringen 


Substratmenge und 2. aus der kurzen Versuchsdauer, die bei dieser Frage- 
stellung notwendig erschien. 

VII. Verhalten der Histidincarboxrylase gegen Papain. 

1. Je leem Meerschweinchennierenextrakt werden mit 2mg_ Papai 
versetzt und a) sofort mit 2 cem Puffer, b) ohne Puffer 135 Minuten bei 37° 
belassen. Danach werden zu a) 5mg Histidinbase, zu b) 2cem Pufte: 

dmg Histidinbase gegeben. Nach 3 Stunden bei 37° betragt die Histamin 
ausbeute in a) und in b) je 77. 

. Je leem Meerschweinchennierenextrakt werden a) mit 2 cem 
Puffer, b) allein 185 Minuten bei 37° belassen. Danach werden zu a) 5 mg 
Histidin und zu b) 2 cem Puffer — 5 mg Histidin gegeben. Nach 3 Stunden 
bei 37° ist die Histaminausbeute in a) 14 7, in b) 28 7. In diesen Versuchs 
ergebnissen ist zundchst wieder die Tatsache zu erkennen, daS das Ferment 
bei py 9 und 37° nicht bestandig ist. Die Ausbeute wird namlich von 28 
auf 14 7 herabgesetzt. Weiterhin: Papain vermochte bei py 7 die Ferment- 
wirkung entscheidender zu schadigen als bei py 9, so daB anstatt 28 mur 7 
Histamin erhalten werden (Ausbeuteverminderung 21 7). Bei py 9 war das 
Papain sehr wenig wirksam, denn die beobachtete Verminderung der 
Histaminausbeute ist zum gréten Teil der alkalischen Reaktion zuzu 
schreiben (Ausbeuteverminderung durch diese 14 7) und zum kleineren 
Teil der Papainwirkung (Ausbeuteverminderung 7 +), das Papain war also 
bei py 7 etwa dreimal so stark wirksam als bei py 9. Ahnliche Ergebnisse 
zeitigten Versuche, die in gleicher Weise mit Extrakten aus Meerschweinchen 
nierentrockenpulver (hergestellt durch CGefrieren in Kohlensaéureschnee 
und Trocknen im Vakuum) durchgefiihrt wurden. 

Zeitlicher Verlauf der Carboxylagezerstérung durch Papain. Je 2 cem 
Meerschweinchennierenextrakt werden mit je 2cem Puffer versetzt und 
bei 37° belassen. Dann werden je 0,5 mg und je 1 mg Papain Merck (1 : 350) 
90, 30 und 0 Minuten vor Zusatz von je 5 mg Histidinbase auf die Ferment 
lésungen einwirken gelassen. Nach Histidinzusatz bleiben die Ansiitze 
noch 3 Stunden bei 37° unter Ny. Danach werden die in Tabelle IL ver 
zeichneten Histaminausbeuten gemessen. 


Tabelle II. 





sak te Histaminausbeute in ; bei Zusatz von 
Einwirkungszeit mg Papain 
des Papains in Min. A EE EE 


0 
30 30 
90 15 


Die Ausbeute im Versuchsansatz ohne Papain betrug 75 7 Histamin. 


4. Einwirkung des durch Cystein aktivierten Papains auf die Carboxrylase. 
Erstes Versuchsbeispiel. Anséatze: 
a) 1 cem Meerschweinchennierenextrakt +- 0,5 mg Papain, 
b) 1 cem Meerschweinchennierenextrakt 0,5mg Papain + 2 mg 
Cystein, 
c) leem Meerschweinchennierenextrakt 2mg Cystein. 

Nach 30 Minuten langem Stehen bei 370 werden die Ansiitze mit 2 cem 
Puffer und 5 mg Histidinbase versetzt. Nach weiteren 4,5 Stunden werden 
tolgende Histaminmengen in den Ansatzen gefunden: 

a) 4,24, b) 1,7 >. ©) 3,6». 
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Zweites Versuchsbeispiel. Ansitze: 
a) Leem Meerschweinchennierenextrakt + 0,5 mg Papain, 
b) lecem Meerschweinchennierenextrakt + 0,5 mg Papain + 1] mg 
Cystein, 
c) Leem Meerschweinchennierenextrakt + 1 mg Cystein. 

Nach 30 Minuten bei 37° Zusatz von je | cem Puffer und 5 mg Histidin- 
base. Nach weiteren 4,5 Stunden werden folgende Histaminmengen in 
den Ansatzen gefunden: a) 3,87, b) 0,0», @) 18,7 ». 

Aus diesen Werten geht hervor, dafi das Papain in seiner Wirkung auf 
die Carboxylase durch Cystein aktiviert wird. 

Papain und Histamin. Die tolgenden Ansatze: 

a) 10 » Histamin (Imido) in 2 cem Tyrode -+ leem Wasser + 2 mg Papain 
b) 10 y se ae + 1 ,, Puffer 

c) 5yY i 2 + 1 ,, Wasser 

ad) by Po 2 +1 = ,, Puffer 

werden 4 Stunden bei 37° belassen. Danach wurden in a) und b) je 10 », 
in e) und d) je 5y Histamin wiedergefunden. Das Papain vermag also 
Histamin nicht abzubauen. Es war fiir den Ausfall des Versuchs gleich- 
giiltig, ob unter N, oder O, geschiittelt wurde. 

Papain und Histaminase. a) Je zwei Ansitze von | ccm Histaminase- 
lésung Torantil ,,Bayer*’ + 2 mg Papain werden 2 Stunden bei 37° belassen 


Tabelle III. 





Ferment- 
losung 


Histaminausbeute a 


Zusatz Bemerkungen 


mit Zusatz ohne Zusatz Hemmung 


5mg Glutathion 10 27 63 
oe a 10 2 55 Fermentlisung 20 Std. 
dialysiert. 
20) 49 Glutathion und Ferment 
12 werden inkubiert. 
19 ) Die Ansiitze werden vor 
0 5 Histidinzusatz durch 
15 Min. langes Hinleiten 
von H,S bzw. CO ge- 
sittigt. 


58 
23 
mg Cebion 29 
Merck 
dasselbe Fermentlisung 20 Std. 
dialysiert. 
s Cebion 30 Min. inkubiert. 
” y of Cebion nicht inkubiert. 
3mg Cystein 
ae * y H 19 Std.-Versuch 


3 ss 

3. ,, Na-Pyro- 
phosphat 
Na-Pyro- 
phosphat 
MnSO, 
.7H,O 
MnSO, 


20 Std.-Versuche, 
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und dann mit 200, 100 bzw. 50 7 Histamindichlorhydrat versetzt. b) J 
lcem Histaminasel6sung wird allein 2 Stunden bei 37° belassen und dann 
mit 200, 100 bzw. 50 7 Histamin versetzt. Die nach der Versuchszeit noc! 
gemessenen Histaminmengen waren in den Ansiatzen: a) 82, 32 und 3°. 
in den Ansatzen b) 80, 30 und 2,5 ». 

VIIT. Hemmung der Histaminasewirkung durch verschiedene Zusdtz 

Versuchsansitze: Zu jedem Versuchsansatz werden 3cem wiassrige) 
Meerschweinchennierenextrakt, 2cem Puffer, 5mg Histidin und die jeweils 
vermerkten Zusatze gegeben. Zu jedem Hemmungsversuch wurden zwei 
Kontrollversuche ausgefiihrt, naimlich je ein Ansatz ohne Hemmungskérpe: 
und ohne Substrat. Das Gesamtvolumen aller Ansatze betrug 5,5 ccm, 
Temperatur 37°, Versuchsdauer 3 Stunden (s. Tabelle IIT). 

IX. Reversible Hemmung der Carboxylase durch Blausdure. 

Beispiel: 15 ccm Meerschweinchennierenextrakt werden mit 1,9 ccm 
m/100 KCN-Lésung versetzt. Nach | Stunde Inkubhationszeit werden 
7eem davon bei 12° aufbewahrt und 7 cem 20 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Vom gleichen, jedoch nicht mit Blauséurelésung vei 
setzen Nierenextrakt werden 7 cem gleichfalls 20 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Danach werden sechs Ansitze wie fiir Tabelle III be- 
schrieben mit den entsprechenden Kontrollen fertiggestellt. Die erhaltenen 
Histaminausbeuten waren die folgenden: 


Tabelle IV. 





Histamin 
Angewandte Fermentlésung came aenctemmanee 
im 1. Versuchsbeispiel im 2. Versuchsbeispiel 





1. Ohne Zusatz von KCN nicht dialysiert 50 
2. es " i » dialysiert 50 
3. Mit me » nicht dialysiert 0,0 
Se : » dialysiert 30 
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Uber die Hemmung der Glykolyse durch Glycerinaldehyd. 


Von 
H. Siillmann. 
(Aus der Universitats-Augenklinik, Basel.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1938.) 


Die von &. Mendel (1) an Tumorschnitten nachgewiesene  In- 
aktivierung der Glykolyse durch Glycerinaldehyd begegnete in Arbeiten 
iiber den biochemischen Kohlenhydratabbau deshalb besonderem 
literesse, weil man aus der Hemmbarkeit der Milchsiurebildung durch 
Glycerinaldehyd auf einen von der Muskelglykolyse abweichenden 
Glykolysetypus schlieBen zu kénnen glaubte. Diese Ansicht stiitzte 
sich vor allem auf die Versuche von £.G. Holmes (2), nach denen Glycerin- 
aldehyd die Milchsaurebildung im Muskelextrakt aus Starke oder aus 
Glucose (-+ Hexokinase) nicht hemmt, ein Befund, der in letzter Zeit 
von Needham und Lehmann (5) bestatigt wurde. Ebenso wie im Tumor- 
gewebe wirkt Glycerinaldehyd im Gehirn [Ashford (3)| und im embryo- 
nalen Gewebe [./. Needham und Mitarbeiter (4) (5) (6)| glykolyse- 
hemmend. Diese Versuche legten die Annahme nahe, dab die Glycerin- 
aldehydwirkung fiir die glucoseverwertenden Systeme (7) charak- 
teristisch sei. Da sich weiter aus mehreren Arbeiten (8) Anhaltspunkte 
ergaben, nach denen die Milchséurebildung in den zuletzt genannten 
Geweben ausschlieBlich oder doch hauptsiachlich tiber nichtphospho- 
rylierte Zwischenprodukte verlaufen soll, wurde die Glykolysehemmung 
durch Glycerinaldehyd vielfach als Kriterium fiir einen ohne Phosphat- 
veresterung verlaufenden glykolytischen Kohlenhydratabbau angesehen. 
Die Henimbarkeit der Glykolyse mit Glycerinaldehyd im embryonalen 
Gewebe bildet in den erwaihnten Arbeiten von Needham und Mit- 
arbeitern ein wichtiges Argument dafiir, da die Milchsaurebildung 
im Embryo im wesentlichen ohne Phosphatveresterung: stattfindet. 

Untersuchungen von Adler, Calvet und Giinther (9) fiihrten dagegen 
zu dem Ergebnis, daB die Glycerinaldehydhemmung nicht spezifisch 
fiir einen ohne Phosphatveresterung verlaufenden Glykolysetypus ist. 
Sie fanden u.a., daB die Milchséurebildung aus Glykogen auch im 
Muskelextrakt durch Glycerinaldehyd gehemmt wird. Zu der Auf- 
fassung, daB die Glycerinaldehydhemmung in dem angegebenen Sinne 
unspezifisch ist, gelangten auch Boyland und Boyland (10). 

Zur Aufklarung des Mechanismus der Glycerinaldehydwirkung ist 
die von mehreren Untersuchern gemachte Feststellung wichtig, dab 
die Milchsiurebildung aus den Hexosephosphorsiureestern durch 
Glycerinaldehyd nicht gehemmt wird (4) (9) (10). Diese Feststellung fiihrt 
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zu der Auffassung, dal} Glycerinaldehyd vielleicht in Phosphorylierungs 
prozesse eingreift. 

An anderer Stelle (11) wurde bereits mitgeteilt, daB Glycerinaldeh yd 
in glykolytisch wirksamen Extrakten aus Augenlinsen die Veresteruny 
von anorganischem Phosphat mit Glucose oder Fructose als Substrat 
hemmt, dagegen bei den untersuchten Konzentrationen auf die 
Phosphatveresterung mit Glykogen als Substrat nicht hemmend wirkte 

Die nachstehenden Versuche wurden im Zusammenhang mit 
Arbeiten tiber den Kohlenhydratstoffwechsel der Augenlinse (12 
gemacht. Es ergab sich dabei die Notwendigkeit besonders, um den 
KinfluB des Glycerinaldehyds auf Phosphorylierungsreaktionen zu 
untersuchen —, auch anderes Enzymmaterial (aus Muskel, Blut, Hefe 
mit heranzuziehen. Im ersten Teil dieser Arbeit wird iiber die Wirkung 
des Glycerinaldehyds auf die Milchsdiurebildung aus Glykogen, Glu- 
cose, Fructose, Hexosediphosphorsiure und Hexosemonophosphorsaure 
(Embden-Ester) berichtet. Weiterhin werden hauptsichlich Versuche 
iiber den EinfluB des Glycerinaldehyds auf die Veresterung an- 
organischen Phosphats in verschiedenen Systemen mitgeteilt. 


Methodik. 


Die Linsen entstammten Kalber- und Rinderaugen, die etwa 2 Stunden 
nach der Schlachtung zur Verarbeitung gelangten. Fiir die Versuche mit 
der tsolierten Linse wurden jeweils Linsenpaare verwendet. Eine der beiden 
Linsen diente als Vergleichsversuch, wahrend mit der anderen Linse die 
Milchsaéurebildung in Gegenwart von Glycerinaldehyd untersucht wurde. 
Untersuchungen von R. Weekers (13) in dieser Klinik ergaben, da8 ein solcher 
Vergleich méglich ist, da die Milchséiurewerte in den Linsen eines Tieres 
gleich hoch liegen. Die aus den Bulbi sorgfaltig herauspraparierten und 
gewogenen Linsen wurden in Becherglaschen gelegt, die Versuchsfliissigkeit 
(meist 6cem) hinzugegeben und mehrere Stunden im Brutschrank bei 37' 
belassen. Nach der Versuchszeit wurden die Linsen in der Fliissigkeit unter 
Zusatz von Metaphosphorsaure mit einem kleinen Pistill zerdriickt und im 
Filtrat nach der Kupfer-Kalkfallung die Milchséure bestimmt. Berechnung 
der Milechsaurewerte erfolgte auf 100 g Linse. —- Zur Gewinnung von Linsen 
extrakten wurde eine Anzahl Linsen mit Quarzsand zerrieben und der Linsen 
brei mit der gleichen Gewichtsmenge Wasser (unter Zusatz von einigen 
Tropfen Toluol) verriihrt. Nach 10 Minuten langem Stehen wurde vom 
Quarzsand und den ungelésten Linsenbestandteilen abzentrifugiert. Es 
wird so ein eiweiBreicher, nur leicht milchig-getriibter (opaleszierender ) 
Linsenextrakt erhalten. Die erhaltenen Extrakte sind glykolytisch aktiv. 
Das glykolytische Fermentsystem geht also mit den Globulinen der Linse 
(x- und /-Kristallin) in Lésung. Extrakte aus Kalberlinsen (Linsengewicht 
etwa | g) sind aktiver als Extrakte aus Augenlinsen von alteren Rindern 
Die Extrakte reagieren gegen Lackmus alkalisch. Ob bei Anwendung von 
Kiskiihlung, wie sie zur Darstellung aktiver Muskelextrakte notwendig ist, 
aktivere Linsenextrakte erhalten werden, wurde nicht untersucht. 
Muskelextrakte wurden nach der Vorschrift von O. Meyerhof (14), meistens 
im Verhaltnis von | Teil Kaninchenmuskel und 1,5 Teilen 0,5 %iger Kalium 
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‘hloridlésung, dargestellt. In den meisten Extraktversuchen (sowohl bei 
Linsen als auch bei Muskel) wurde zur Erhéhung des Phosphatgehalts noch 
Phosphat zugesetzt (etwa '/,, bis '/,) des Extraktvolumens m_ 15 Phosphat- 
puffer, pH etwa 7). —- Hefemazerationssaft wurde aus einem Trockenhefe- 
praparat der Zyma A.-G., Nyon, gewonnen. 1 Teil Trockenhefe wurde mit 
10 Teilen Wasser verriihrt, 2 Stunden bei 37° und weitere 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur belassen. Der Mazerationssaft wurde durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. -- Hexokinase wurde nach O. Meyerhof (15) aus Backer- 
hefe dargestellt. Das Priparat enthielt nach einmaliger Alkoholfallung noch 
hetrichtliche Mengen Phosphorséure, wie auch von Meyerhof angegeben. 

Die Phosphatbestimmungen wurden in der iiblichen Weise kolori- 
metrisch gemacht. Die im folgenden als anorganisches Phosphat auf- 
gefiihrten Werte beziehen sich auf das ,,direkt bestimmbare Phosphat*. 
In Linsen und Linsenextrakten ist dieses nahezu mit dem anorganischen 
Phosphat identisch (12); in Muskelextrakten liegt dagegen, wie bekannt, ein 
erheblicher Teil des direkt bestimmbaren Phosphats als Kreatinphosphor- 
sdure vor. — Die Bestimmung der Milchsdure erfolgte nach der Methode von 
Mendel und Goldscheider (16). Die Messung der Farbintensitat geschah 
im Stufenphotometer (Filter S,,) unter Zugrundelegung einer empirisch er- 
mittelten Eichkurve. Haufig ausgefiihrte Doppelbestimmungen zeigten gut 
iibereinstimmende Werte. Mittels der «-Naphtolprobe iiberzeugten wir 
uns, daB die Kupfer-Kalk-Fallung, die immer mehrere Stunden, meist 
iiber Nacht stehengelassen wurde, auch in den Versuchen mit Kohlenhydrat - 
zusatz vollstandig war. Glycerinaldehyd wird, wie bereits von EF. Baer (17) 
angegeben, mitentfernt. — Die in den Tabellen aufgefiihrten mg°-Werte 
beziehen sich auf 100 cem der Versuchslésung. 

Alle Versuche mit Extrakten wurden in der Weise gemacht, da die 
Ansitze vor dem Extraktzusatz komplettiert wurden. Glycerinaldehyd 
gelangte somit nie vor dem Substratzusatz zur Einwirkung auf die Ex- 
trakte. 

Zu den Versuchen wurde d, |-Glycerinaldehyd rein (Kahlbaum) ver- 
wendet. Im Hinblick daraut, daB Needham und Lehmann (6) in ihren 
Versuchen mit embryonalem Gewebe d-Glycerinaldehyd als Hemmungs- 
mittel unwirksam fanden und demzufolge den hemmenden Effekt der 
|-Komponente zuschreiben, wurden einige Versuche mit d-Glycerin- 
aldehyd! ausgefiihrt. Es sei hier vorweggenommen, da in unseren Ver- 
suchen mit der isolierten Linse und mit Linsenextrakt sich d-Glycerin- 
aldehyd wie die racemische Substanz verhielt. Die mit der optisch- 
aktiven Komponente ausgefiihrten Versuche sind in den nachstehenden 
Tabellen gekennzeichnet; wir teilen sie hier, wie bereits in unserer 
vorlaufigen Mitteilung, unter Vorbehalt mit und kommen auf sie nicht 
gesondert zuriick, insbesondere, weil wir eine Racemisierung des 
d-Glycerinaldehyds in unseren Versuchen nicht sicher ausschlieBen 
kénnen. Nach H. O. L. Fischer und EF. Baer (18) geniigen bereits geringe 
Alkalimengen zur teilweisen Racemisierung des Glycerinaldehyds. Erst 

1 Herren Prof. H.O. L. Fischer und Privat-Doz. Dr. E. Baer danke ich 
fiir die Uberlassung von d-Glycerinaldehyd sowie von Hexosephosphat. 
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weitere Versuche sollen entscheiden, ob d-Glycerinaldehyd im Linsen 
und Muskelextrakt wirkungslos ist}. 


Versuche. 
Hemmung der Milchsdurebildung in der isolierten Linse. 


In Tabelle I sind zwei Versuchsreihen zusammengefaBt. Die 
Versuche 3 und 4 sowie 7 und 8 zeigen tibereinstimmend eine Hemmung 
der Milchséurebildung aus Glucose. Die. durchschnittliche Hemmung 
der Milchsaurebildung in der isolierten Linse durch Glycerinaldehyd 
ergibt sich aus den Durchschnittswerten der aufgefiihrten Versuche 
Diese betragen in den Versuchen mit Ringer: 100, Ringer-Glucose ; 
124,5, Ringer-Glucose-Glycerinaldehyd: 113,6 mg° Milchséure. Nach 
Glucosezusatz allein wurden also 25 mg®%, nach Glucose- + Glycerin. 
aldehydzusatz nur 14 mg°, Milchsiure mehr gebildet als in den Ver- 
gleichsversuchen nur mit Ringerlésung, woraus sich eine Hemmung der 
Milchsaiurebildung von 45 °% ergibt, ein Wert, der sich auf 75°, erhéht, 


Tabelle I. Versuche mit der isolierten Linse. 





Zugesetzt Versuchs- 
Linsen- ENE ee re a ieee dauer — Milch- 
gewicht AuBenflissigkelt pe tere Glucose || bei 370  Saure 


0 0 OJ Std. mg? 0 


Ringer :, 6 .1, 33.0 
Ringer-Glucose - 0,6 | 130,5 
Ringer .. ) 105,0 
Ringer-Glycerinaldehyd 0,16 114,0 
Ringer-Glucose . 0,6 127,5 
Ringer-Glucose-Glycerinaldehyd. . 0,16 | 0,6 117,6 
Ringer-Glucose = 0,6 ) 138,6 
Ringer-Glucose-Glycerinaldehyd. . 0,16 | 0,6 127,1 


Ringer ; — 95,6 
Ringer-Glucose > aS 112,0 
Ringer ea 106,0 
Ringer-d-Glycerinaldehyd 0,16 106,0 
Ringer-Glucose 0,6 111,0 
Ringer-Glucose-d-Glycerinaldehyd | 0,16 | 0,6 100,0 
Ringer-Glucose — | 0,6 ) 127,0 
Ringer-Glucose-d-Glycerinaldehyd 0,16 | 0,6 109,8 


1 Mendel und Mitarbeiter (Nature 1988, 8S. 288) fanden d-Glycerin 
aldehyd ebenfalls nicht oder nur wenig wirksam. Aus ihren mitgeteilten 
Daten ergibt sich, daB bei m/500 d-Glycerinaldehyd die anaerobe Glykolys 
bis zu 30% gehemmt sein kann. In unseren Versuchen betrug die d-Glycerin 
aldehyd-Konzentration etwa m/100 und mehr, was nach den zitierten Be 
funden zu beachten sein wird. 
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wenn wir in Rechnung setzen, daB mit d, l-Glycerinaldehyd allein in 
Versuch 2 eine Vermehrung der Milchsiurebildung von 9 mg®,, ent- 
stand. Weitere, hier nicht aufgefiihrte Versuche sprechen dafiir, daB 
das Ausma8 der Glykolyseinaktivierung in dem untersuchten Kon- 
zentrationsbereich vom Verhaltnis der Glycerinaldehyd- und Glucose- 
konzentration abhangt, was auch von vornherein zu erwarten ist, da 
die Diffusionsgeschwindigkeiten von Substrat und Hemmungsmittel 
eine Rolle spielen werden. Es kommt hier nur auf das prinzipielle 
Ergebnis an, dafi Glycerinaldehyd die Milchsiurebildung aus Glucose 
in der isolierten Linse hemmt. 


Glycerinaldehydwirkung auf die Milchsdurebildung aus verschiedenen 
Substraten. 

Zu diesen Versuchen wurden Linsenextrakte, Muskelextrakte und in 
einer Versuchsreihe auch Bluthamolysat benutzt. Als Substrate dienten: 
Glykogen, Fructose, Harden-Young- sowie Embden-Ester. Glucose und 
Fructose wurden nur in den Versuchen mit Linsenextrakten benutzt, da 
sie im Muskelextrakt als Substrate fiir die Milchséurebildung bekanntlich 
nur wenig wirksam sind, 


Aus den in den folgenden Tabellen zusammengestellten Versuchen 
ergibt sich, da’ Glycerinaldehydzusatz zu ‘Linsenextrakten (und ebenso 


Tabelle II. Glykogen als Substrat.- 





Extrakt- Gly Ver- mg°!y Milchsiure 
ver- Gly- | erin |Suchs-| ———_——_-—| Hem- 
ii <oge | zeit ac w 

dtaneng kogen aldehyd 4370 oe ne Ande- | Mung 
Ansatz OF 0/6 Std. bation Uns 0 


Extrakt 
aus 


10 


1: 1,25 13 87,5 110,0 + 22,5 
1: 1,26 0,08* | 13 84,5 120,0 + 35,5 
1.1,25 0,80 13 88,1 167,5 + 79,4 
1:1,25 0,80 | 0,08*) 13 92,5 149,0 | + 56,5 


1: 1,25 0,08 | 32,4 38,8'+ 6,4 
1:1,25 0,80 | > «6 33,2 51,6 | + 18,4 
: 1,25 0,80 | 0,08 33,6 43,2 9,6 etwa75 


— 3 | 18,8 188, 0 

010 3 | 18,8 24,4 + 5,6 

0,18 26,8'+ 8,0 

0,18} 0,10 | &£ - 27,2\+ 8,4 

64,6) 79,0) + 16,2 

| 0,16 4 61,1)3 73,0) + 10,2 

0,40; - oii - 92,0 | + 29,2 
0,40) 0,16 | 1% 79,5 


Meerschweinchen- - 2 29,7 

muskel 
Dasselbe : — 

” : 0,50 - 

9 0,50 0,10 


0,10 28,0 
31,6 


29,6 


fo PO po 


* d-Glycerinaldehyd. 
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Tabelle III. Glucose als Substrat. 





Extrakt- Gly Ver- mg?! Milchsiure 
ver- Glu- | coin. | S88h*- |---| Hem- 

diinnung cose a ol zeit nach Ar le mung 
im -AY@ bei37° = sofort | Inku- poy 


Ansatz Fo 9% Std. bation ( 


Extrakt 
aus 


0 


K alberlinsen : 1,26 83 || 87,6 |110,0| + 22,4 
A 0,08* 13 84,5 120,0 + 35,5 
0,80 3 87,0 162,5 76,5 
0,80 0,08* 5 95,0 131,0 + 36,0 
0,08 54,0 | 60,5' + 6,5 
; 0,80 5 61,6 | 84,1) + 22,5 
a 21,25 0,80 0,08 61,6 60,8 (— 0,8) 
0,08 5, || 35,6 | 42,7/ + 7,1 
0,80 >| 38,4 | 60,0 + 21,6 
0,80 0,08 5%} 35,6 | 38,0 + 2,4 
0,08 32,4 38,8 + 6,4 
0,80 ) 32,4 52,7 20,3 
0,80 0,08 ) 33,6 41,6 + 8,0 etwa90 


Rinde 


* d-Glycerinaldehyd. 


Tabelle IV. Fructose als Substrat. 





Extrakt- Gly Ver- mg°/9 Milchsiéiure 
ver- xe suchs- ———_—_—— —  Hem- 
diinnung Poe zelt nach mung 
ren aldehyd bei 37° sofort lakn- Ande- g 
Ansatz OF Std. bation "UNS 
4 


Extrakt 
aus 


0 


) 


| — 0,08 5 54,0 60,5 + 6,5 
0,80 58,9 83,6 + 24,7 
0,80 0,08 5 57,2 77,2 +20 § etwa26 
35,9) | 36,4 
G10 1 3 31,6{8 37,6 
0,32 - : 45,2 
0,32 0,10 é = 36,4 
| 0,08 ) 32,4 38,8 + 
0,80 32,8 64,0 + 21,2 
| 0,80 0,08 ) 34,0 49,2 + 15,2) etwa40 
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zu Bluthimolysat) eine Milchsiuremehrbildung zur Folge hat. In 
Muskelextrakten dagegen wird die Milchséurebildung, die der Extrakt 
fiir sich in der Versuchszeit zeigt, durch Glycerinaldehyd meistens 
herabgesetzt wohl als Folge einer Hemmung des glykolytischen 
Glykogenabbaues. Sofern aus Glycerinaldehyd Milchsaure gebildet 
wird, geschieht das wahrscheinlich tiber Methvlglyoxal (6) (das_ bei 
der hier verwendeten Methode als Milchsiure mitbestimmt wird). 
Dieses bendétigt zu seiner Umwandlung in Milchséure Glutathion [K. Loh- 
mann (19)}, das in der Linse reichlich vorhanden ist. 

In den Tabellen II bis IV sind die hierhergehérenden Werte aut- 
gefiihrt. Sowoh] mit Linsen- als auch mit Muskelextrakten wird die 
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Milchsdurebildung aus Glykogen durch Glycerinaldehyd gehemm< 


(Tabelle IT). Die Hemmung betragt in den Versuchen 4, 7 und 11] mit 
Linsenextrakten 62 bis 75°, in dem Versuch 15 mit Kaninchenmuskel- 
extrakt ist die Milchsaurebildung auf den Wert, den der Extrakt allein 
(Versuch 12) ergibt, herabgedriickt, liegt allerdings etwas héher, als er 
in Versuch 13 (Extrakt ohne Substrat, aber mit Glycerinaldehyd) 
gefunden wurde. In Versuch 19 mit Extrakt aus Meerschweinchen- 
muskel ist die Hemmung zwar deutlich, aber nicht besonders hoch 
(etwa 25°). Allerdings war dieser Extrakt nicht sehr aktiv. In 
den Versuchen mit Glucose (Tabelle I11) ist die Glykolysehemmung 
durch Glycerinaldehyd vollstandig oder doch nahezu vollstandig, sie 
betragt in vier Versuchsreihen 90 bis 100°. In drei Versuchsreihen 
mit Fructose (Tabelle IV) schwankt die Hemmung der Milchsaure- 
bildung zwischen 26 und 100°. Méglicherweise miissen zur Erklarung 
dieser Schwankungen in der Glycerinaldehydwirksamkeit die lingeren 
Versuchszeiten in den Versuchen 1 bis 3 und 8 bis 10 mit herangezogen 
werden, da Needham und Nowinski (4) fanden, daB die Glycerin- 
aldehydwirkung mit der Versuchsdauer abnimmt. 

Aus zwei Versuchen der Tabelle V ergibt sich, daB Glycerinaldehyd bei 
pu 6,1 bedeutend wirksamer ist als bei py 8,1. In letzterem Falle hemmte 
Glycerinaldehyd die Milchséurebildung aus Glykogen praktisch tiberhaupt 
nicht, wahrend bei px 6,1 die Hemmung deutlich war (etwa 40%). In 
absoluten Werten ausgedriickt wurden in Gegenwart von Glycerinaldehyd 
bei pu 6,1 21,6 mg, bei pu 8,1 nur 3,5 mg Milchséure (pro 100 cem Ansatz) 
weniger gebildet als in den Vergleichsansitzen mit Glykogen allein. Wir 
geben diese Versuche wieder, ohne vorerst zu untersuchen, ob hier die 
Alkaliempfindlichkeit des Glycerinaldehyds oder die bedeutend starkere 
Milchsaéurebildung bei py 8,1 eine Rolle spielt. —- Der Muskelextrakt 


Tabelle V. Glycerinaldehydwirkung bei verschiedenem pu. 
1 Teil Kaninchenmuskelextrakt 1:1 (1°%ige KCl-Lésung) wurde mit 
0,5 Teilen m/5 Phosphatpuffer (px 6,1 bzw. 8,1) verdiinnt. Ansitze: 
3cem Extrakt + 2ceem Zusitze (bzw. enthaltend: 40mg Glykogen; 
10mg Glycerinaldehyd). 





mg°/, Milchsdure 
0 


Zusatz nach Anderung Hemmung 
sofort 1!. Std. 


370 oF 


86,6 + 9,2 
Glycerinaldehyd 93,2 + 15,8 


Glykogen 137,0 + 59,6 
i + Glycerinaldehyd 122,0 44,6 


96,0 14,0 

Glycerinaldehyd 109 + 27,0 
Glykogen 220 + 138,0 
»  +Glycerinaldehyd 229,5 + 147,5 
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wurde in diesen Versuchen mit 1°%iger KCl-Lésung hergestellt, waz 
also vermutlich armer an praformierten Kohlenhydraten als die iibrige: 
mit 0,5%iger KCl-Lésung hergestellten Extrakte. Ferner unterscheide: 
sich diese Versuche durch den hohen Phosphatzusatz von den anderen diese: 
Arbeit. Diese Verhaltnisse mégen bedingen, daB wir in diesen Versuchen 
zum Unterschied von den anderen mit Muskelextrakten eine Milchsaure 
bildung nach Glycerinaldehydzusatz allein finden. 

In einigen Versuchen mit Hexosediphosphorsiure und Linsen 
extrakt wurde ebenfalls eine Hemmung der Milchsdurebildung durch 
Glycerinaldehyd beobachtet. Das stimmte nicht mit den eingangs 
erwahnten Angaben iiberein, nach denen die Milchsaéurebildung aus 
den phosphorylierten Kohlenhydraten durch Glycerinaldehyd nicht 
gehemmt wird. Deshalb fiihrten wir weitere Versuche sowohl mit 
Hexosediphosphorsaure als auch mit Embden-Ester und unter Mitheran. 
ziehung von Muskelextrakt sowie Bluthamolysat als Enzymmateria! 
durch. Die entsprechenden Versuche sind in den Tabellen VI, VII 
und VIII aufgefiihrt. Mit Hexosediphosphorsiure (Tabelle VI) ergibt 
sich in dem Versuch 2 mit Linsenextrakt eine deutliche Hemmung der 
Glykolyse. In diesem Versuch ist die lange Versuchsdauer in Be- 
tracht zu ziehen, so daB Sekundarreaktionen, wie Milchsaéurebildung 


Tabelle VI. Hexosediphosphorsaure als Substrat. 





Extrakt-, Ester + 


ver- (ber. 
Extrakt HT aes 
“ als 
aus diinnung 


mg/g Milchsiure 


Gly- 
cerin- 
im Hexose) @ldehyd pei 370) sofort | Inku- 
Ansatz Jo 0/9 Std. | bation 





zeit | . ° 
| nach Sie 
Hy rung 


| 


wn 


57,5 139,0 + 81,5 
57,5 108,0 + 50,5 
105 36,95 
102 33,95 
103,1 23,1 
104,5 + 24,5 
174,0 + 94,0 
188,5 +108,5 
191,0 +111,0 
180,0 +100,0 


me 94,0 24,6 
i 0,09 2 94,0 |+ 24,6 
0,07 — 131,0 |+ 61,6 
0,07 | 0,09 21), 135,5 |+ 66,1 
0,10 _ ; - 132,5 |+ 63,1 
0,10 0,09 2"), — 134,0 64,6 
0,30 0,09 21), - 146,0 |+ 76,6 

- 64,612 79,0 16,2 
0,16 fe 61,1) | 73,0 |4 


Kalberlinsen 


0,25 “+ Li 
0,25 0,08* 1 
0,60 _~ 

0,60 0,07 


w 


bo bo 


” m 


Kaninchenmuskel 


oY 


w rr 
> 


0,20 


Ww Go 


0,09 : 
0,09 = 0,20 
0,27 — 

0,27 0,20 


LO DO OO PO HO LO 


www 


11 
12 
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14 
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16 
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18 
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20 
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tw oo CO OD 
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0,13 - | 137,0 
0,13 0,16 -- 125,0 
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* d-Glycerinaldehyd. 
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Tabelle VII. Embden-Ester als Substrat. 





Extrakt- eae Giy- Ver- 

Extrakt _Vver- (ber. enatnc suchs- - 
; diinnung als ”,| zeit nach | + 

ms im Hexose) @!dehyd hej 370 sofort = Inku- ADde- 

rrmnicens be %o Std. bation) TUne 


mg°/9 Milchsiure 


0 


Rinderlinsen 


bo bo 


30.0} 

31,2 | 
18,8 18,8 0 

18,8 24,4 + 65,6 

49,1 + 30,3 

56,0 37,2 

43,2 + 18,6 

42,2 | +17,6 

ae 36,4 |+ 2,7 

5 ,37,6 + 3,9 

61,5 27,8 

70,0 36,3 

= 29,7 3,0 

28.0 |+ 13 

54,4 | + 27,7 

46,0 19,3 

; : 79,0 | + 16,2 

— 0,16 91/6 25 73,0 10,2 

0,12 - 137,8 + 75,0 

0,12 0,16 ; 121,0 + 58,2 


© 56,7 26,1 
=) 


% 49,6 + 19,0 


0,05 


” 


0,09 


” 


DON ho bo 


O15 919 615 


0,09 


Kalberlinsen 


w Oo 


0,10 


0,09 


0,09 


Meerschweinchenmuskel 


0,08 


” 


ae es eee eee ee 
bo DO LO LO 
mrmnmnwm wwww ww 


> 


0,08 


Kaninchenmuskel 


” 


” 


a 
& sm Oxo 615 


aus Glycerinaldehyd, diese Hemmung bedingen kénnten. (Bei mehr- 
stiindiger Inkubation zeigen mit Glycerinaldehyd versetzte Linsen- 
extrakte iiberdies Braunfirbung.) In den iibrigen Versuchen mit 
Extrakten aus Kaninchenmuskel ist entweder keine Hemmung zu 
erkennen, oder sie iibersteigt kaum 10°. Mit Embden-Ester und Linsen- 
extrakt ist nur in einem Versuch (Tabelle VII, Versuch 2) eine Hemmung 
festzustellen, wahrend in den iibrigen drei Versuchen die Milchsaure- 
bildung nicht gehemmt ist. Die beiden Versuche mit Muskelextrakt 
und Embden-Ester ergeben eine geringe Hemmung der Glykolyse durch 
Glycerinaldehyd, die in beiden Versuchen etwa 25°, betragt. 

Im Bluthamolysat ist die Milchsaurebildung aus Hexosediphosphor- 
siure nicht gehemmt, erscheint im Gegenteil durch Glycerinaldehyd 
sogar geférdert (Tabeile VIII). 

Als ein wesentliches Ergebnis dieser Versuche betrachten wir die 
Tatsache, daB die Glycerinaldehydwirkung auch den glykolytischen 
Glykogenabbau im Muskelextrakt betrifft (und ebenso im Linsen- 
extrakt). Damit bestatigen wir die erwahnten Befunde von Adler, 
Calvet und Giinther (9). Es ergibt sich weiterhin, daB in unseren Ver- 
suchen der Grad der Glykolyseinaktivierung in ziemlich weiten Grenzen 
schwankt. Insbesondere war die Hemmung der Milchsaurebildung aus 
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Tabelle VIII. Versuche mit Bluthamolysat (Hexosediphospho: 
saure als Substrat). 
Die aus 15 cem menschlichem Blut gewonnenen Blutkérperchen mit 20 cen 
H,O hamolysiert (0° 15 Min.); Zusatz von 1/; Vol. m/15 Phosphat, px 7,3. 
Ansitze: 5cem Hamolysat + 1,3 cem Lésung (enthaltend 1,6 mg Hexose. 
diphosphorséure-P, 3 mg Glycerinaldehyd). 





mg?/, Milchsiure 
Zusatz . — 


Anderung Anderung 


. nach 2 Std. 
sofort 370 


nach 4 Std. 
370 


7,8 7,4 — 0,4 8,8 
Glycerinaldehyd 9,4 10,8 + 1,4 
Hexosediphosphorsaure | 11,6 17,6 + 6,0 
Hexosediphosphorsaure 
+ Glycerinaldehyd . | 11,8 22,0 + 10,2 2i2 


Glykogen nie vollstandig. — Unsere Versuche mit den Hexosephosphaten 
fielen nicht ganz regelmaBig aus. Sie lassen aber erkennen, daB die 
Milchsaurebildung aus den phosphorylierten Kohlenhydraten durchweg 
nicht gehemmt wird, was im wesentlichen die Angaben anderer Autoren 
bestatigt. Warum in einigen Versuchen mit den Hexoseestern eine 
deutliche Hemmung festzustellen war, vermégen wir nicht zu sagen. 
Ob in diesen Fallen die Aldolasereaktion (s. unten) oder irgendwelche 
Sekundarreaktionen des Glycerinaldehyds, ferner die Glycerinaldehyd- 
konzentration eine Rolle spielen, lassen wir noch offen. 


EinfluB von Glycerinaldehyd auf die Veresterung anorganischen Phosphats. 


Die Versuche der Tabellen LX und X mit Linsenextrakten und Glucos: 
sowie Fructose als Substrate zeigen, daB die Veresterung von anorgani- 
schem Phosphat durch Glycerinaldehyd gehemmt wird. Das trifft fiir alle 
Versuche zu. — In Linsenextrakten (ohne Substratzusatz) tritt wahrend 
der mehrstiindigen Versuchszeit eine Vermehrung von anorganischem P 
ein. Bei Gegenwart von Glycerinaldehyd ist diese Dephosphorylierung 
des organischen P etwas gehemmt. Zusatz der Hexosen zum Linsen- 
extrakt bewirkt eine Abnahme von anorganischem P. Gegeniiber dem 
Sofortwert derselben Probe betragt die an der Abnahme des anorgani- 
schen P gemessene Phosphatveresterung in den verschiedenen Versuchen 
etwa 0,8 bis 2,5 mg P. bezogen auf 100 ccm der Ansitze. Sie ist in 
Wirklichkeit erheblich héher, da hierin nicht die gleichzeitige Phosphat- 
abspaltung enthalten ist. Bei Zusatz von Glycerinaldehyd wird die 
Phosphatveresterung der Hexosen gehemmt: das anorganische Phosphat 
nimmt nicht ab, sondern im Gegenteil in fast allen Versuchen zu. 
Jedoch ist in diesen Versuchen die Phosphatzunahme nie ganz so grol} 
wie in den Kontrollversuchen mit Glycerinaldehyd allein. Nehmen wir 
an, daB bei Gegenwart der Substrate die Dephosphorylierungen im 
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Tabelle IX. 


Glucose als Substrat (Linsenextrakt). 


335 





Extrakt- 
verdiin- 

nung im 
Ansatz 


21,26 
21,25 
31,25 
21,26 
: 1,25 
21,25 
: 1,25 
21,25 
21,26 
21,26 
21,25 
21,26 
:1,26 
31,25 


25 


el eee ce A ee ee ee ee 
oe 00 ee ee a 


Glucose 


9/9 


0,80 
0,80 


1,80 
1,80 


0,80 
0.80 


0,80 
0,80 


0,80 
0,80 


0,55 
0,55 


aldehyd 


99 


0,09 
0,07 


0,07 


0,08 * 


0,08 * 
0,08 


0,08 
0,08 


0,08 
0,10 


0.10 


Glycerin- 


Versuchszeit 
bei 37° 


Std. 


bo po 


Pe 


. 


to ton te 


b: 


b 


b 
b 
b 


b 


sofort 


6 17,70 
17,50 
7,24 
7,24 
7,46 
4,60 
4,81 
4,44 
3,96 
8,36 
8,24 
8.14 


8,54 
8,20 
8,26 
99 


2,52 
2,46 
2,54 


nach 
a 
Std. 


16,40 
18,40 
8,26 
5,32 
8,20 
6,60 
6,24 
8,13 
3,72 
10,08 
5,90 
8,55 
10,34 
7.05 
8,90 
4,52 
4,27 
1,66 
3,43 


mg®/, P 


Ande- 
rung 


1,30 
+ 0,90 
+ 1,02 
— 1,92 
+ 0,74 


nach 
) 


Std. 


15,15 
18,40 
8,54 
5,40 
8,48 
8,27 
6,20 
2,89 
4,78 


Ande- 
rung 


2,65 
+ 0,90 
+ 1,30 

1,84 
+ 1,02 
+ 3,67 

1,39 

1,55 
+ 0,82 


* d-Glycerinaldehyd. 


Tabelle X. Fructose als Substrat (Linsenextrakt). 





Versuchs- 
zeit 
bei 37° 

0/5 Std. 


mg°', P 
nach 
Inkubation 


Glycerin- 
aldehyd 


Extrakt- 
verdiinnung 
im Ansatz 


Fructose 


sofort Anderung 


10,34 
7,26 
7,08 


8,54 
8,54 
8,10 


4,10 
4,06 
4,10 
4,11 


+ 1,80 
1,28 
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+ 1,79 
+ 1,54 

- 0,94 
+ 0,55 


5,89 
5,60 
3,16 
4,66 


0,09 


“1D Oe 
bo bo bo bo 


0,32 0,09 


selben AusmaBe erfolgen wie ohne Substrat, so ergibt sich, daB die 
Hemmung der Phosphatveresterung durch Glycerinaldehyd nicht ganz 
vollstandig ist. 

Mendel, Bauch und Strelitz (20) fanden am Jensen-Sarkom, daB die 
Glycerinaldehydwirkung durch geringe Mengen Brenztraubenséure auf- 
gehoben werden kann. Wir versuchten daher, ob Brenztraubenséure die 
durch Glycerinaldehyd gehemmte Phosphatveresterung wieder in Gang zu 


setzen.vermag. Das war in Versuchen mit Linsenextrakten und Glucose 
nicht der Fall, auch nicht, wenn auBer Brenztraubensadure (1 mg in 4 ccm 
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Versuchslésung) noch geringe Mengen Hexosediphosphat hinzugesetzt 
wurden. Nach Zusatz von Brenztraubensaure zu glucosehaltigem Linsen- 
extrakt war die Veresterung von anorganischem P sogar etwas geringer 
als in dem Ansatz ohne Brenztraubensaure. 

Zwischen Glycerinaldehyd und Brenztraubensiure findet nach D. M. 
Needham und Pillai (21) im Muskelextrakt eine Oxydoreduktion statt, die 
zu Milchsaure fiihrt. Dieser Befund kann fiir die Erklarung der Brenz- 
traubensdurewirkung in glycerinaldehydvergifteten Systemen von Be- 
deutung sein. 

Wahrend also Glycerinaldehyd die Phosphatveresterung mit 
Glucose und Fructose als Substrate in Linsenextrakten deutlich hemmt, 
ist dies mit Glykogen nicht der Fall. (Tabelle XI.) Sowoh!] mit Muskel- 
als auch mit Linsenextrakten ist die Veresterung, immer gemessen an 
der Abnahme des anorganischen P, bei Gegenwart von Glycerinaldehyd 
in der Regel sogar noch etwas gréBer als mit Glykogen allein. 

In einem Versuch (Tabelle XI, 17) wurde eine geringe Hemmung der 
Phosphatveresterung (mit Glykogen) durch Glycerinaldehyd beobachtet. 
Hier wurde ein Extrakt aus Kaninchenmuskel benutzt, den wir durch 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur und weitere Aufbewahrung bei 37° 
glykolytisch inaktiviert hatten, ferner war die Glycerinaldehydmenge 
groBer als in den anderen Versuchen. Dieser Versuch und ebenso ein 
weiter unten aufgefiihrter mit Zugabe von Adenylpyrophosphat weisen 
darauf hin, daB in manchen Phosphorylierungssystemen die Veresterung des 
Glykogens durch Glycerinaldehyd etwas gehemmt erscheinen kann. Im 
frischen Muskel- oder Linsenextrakt sowie im Hefemazerationssaft (siehe 
unten) ist jedoch die Glykogenveresterung unter den angegebenen Bedin- 
gungen nicht gehemmt. 

Die beobachtete Hemmung der Phosphatveresterung im Linsen- 
extrakt mit den Hexosen einerseits und die Nichthemmung der 
Phosphatveresterung in Linsen- und Muskelextrakten bei Zusatz von 
Glykogen andererseits gab Veranlassung, den EinfluB des Glycerin- 
aldehyds auf die Veresterung anorganischen Phosphats im He femazera- 
tionssaft zu untersuchen. Es ergibt sich, daB die Glucoseveresterung im 
Mazerationssaft durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt wird. Ebenso 
wie in den meisten Versuchen mit Glykogen verschwindet in dem in 


Tabelle XII. Mazerationssaft aus Trockenhefe. 


Ansatze: 4ccm Mazerationssaft + 1,icem Lésung (bzw. enthaltend: 
100 mg Glucose, 20 mg Glycerinaldehyd). 





mg®/, P 
Versuc 7 a sagan tai "i 
ersuch Ande- nach Ande- 
rung 2 Std. rung 





Mazerationssaft allein + 0,9: 79,9 + 58 
is + Glycerinaldehyd .. 7 + 1,2; 77,3 \+ 2,3 
‘si +. Glucose 7 11,95 — 62,15 
- + » + Glycerin- 
aldehyd oa E - 10,10 — 66,10 
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Tabelle XII wiedergegebenen Versuch mit Mazerationssaft und Glucose 
als Substrat bei Gegenwart von Glycerinaldehyd etwas mehr anorgani- 
sches Phosphat als ohne Glycerinaldehyd. —- m/125 NaF oder Jodessig- 
siure hemmte unter den gleichen Bedingungen die Glucosephospho- 
rylierung im Mazerationssaft vollkommen. 

An der Phosphatveresterung der Zucker im Mazerationssaft wirkt 
bekanntlich ein in der Hefe vorhandener Aktivator, die Hexokinase 
von Meyerho/, mit. Die Hexokinase ist zum Teil oder vollig identisch 
mit dem umphosphorylierenden Enzym (Heterophosphatese, Phosphory- 
lase), das Adenylpyrophosphorsdéure als wirksame Gruppe hat [vg]. 
Meyerho} (22), v. Euler (23)).. Wir untersuchten, ob durch Hinzufiigen 
des aus der Hefe dargestellten Aktivators zu Muskel- und Linsenextrakt 
noch ein EinfluB des Glycerinaldehyds auf die Glucosephosphorylierung 
festzustellen ist. Die Versuche sind in den Tabellen XIII, XIITa und XIV 
aufgefiihrt. Die Glucosephosphorylierung wird, ebenso wie im Muskel- 
extrakt, auch im Linsenextrakt, der zum Unterschied vom Muskel- 
extrakt fiir sich schon Hexosen zu verestern vermag, durch Zusatz von 
Hexokinase gesteigert. Diese mit den Extrakten in Gegenwart von 


Tabelle XIII. Muskelextrakt + Hexokinase. 
Ansatze: 3eem Extrakt + 3cem Lésung (bzw. enthaltend: 50mg Glucose, 
5mg Glycerinaldehyd, 2 cem Hefeaktivator entspr. 30 g Backerhefe). 


7 





mg/, P 


Versuch Ande- |25 Ande- 
rung 


Ande- 
rung 


sofort 
nach 
60 Min. 


Extrakt + Glucose 10,6 18, 
re . » + Aktivator , 34,3 15, 
PA + +» + Glycerin- 
aldehyd.... 11,4519,1 + 7,6519,1+ 7,65 
Extrakt + Glucose -+- Aktivator 
+ Glycerinaldehyd 32,5 16,6—15,9 |18,5 —14,0 20,7 - 
Tabelle XIIIa. Muskelextrakt + Hexokinase. 
Ansitze: 3 cem Extrakt + 2 cem Lésung [bzw. enthaltend: 50 mg Glucose, 
5mg Glycerinaldehyd, 0,5 bzw. 1eem Hexokinase (1 cem entsprechend 
8g Backerhefe)]. 


— 
1 
_ 


3,5 
1/— 17,2 


8 + 
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mg°/9 P 
Versuch a ‘ ical See 


1 Std. Anderung 


sofort 


Glucose 22, 30,8 
.. + Glycerinaldehyd 21,7 | 288 
. + 0,5 Aktivator 712 13,35 
+ 0,5 # + Glycerinaldehyd. | 23,7 15,70 
+ 1,0 Pa 22,8 19,35 
+ 1,0 ; + Glycerinaldehyd. 25,6 21,20 
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Tabelle XIV. Linsenextrakt + Hexokinase. 
Ansatze: 3cem Extrakt + 1,5 cem Lésung [bzw. enthaltend: 50 mg Glucose, 
5 mg Glycerinaldehyd, 0,5 cem Hexokinase (entsprechend 4 g Backerhefe)}. 





mg%/,) P 
Zusatz nach 


3/5 Std. Anderung 


sofort 


ne NE oo <i o-sios 0a Baw oe-o bres Rice 13,5 

Glucose 13,15 
- + Glycerinaldehyd 13,5 
i +. Hexokinase 21,0 


” “Fe ” -+- Glycerinaldehyd 21,0 


Ohne Zusatz 13,15 
Glucose 13,1 
ye 21,4 


0 


Hexokinase auftretende Phosphatveresterung wird nun durch Glycerin- 
aldehyd nicht (Tabellen XII]a und XIV) oder aber nur unbedeutend 
(Tabelle XIII) gehemmt. 


In Versuch 5 (Tabelle XIITa), der die doppelte Menge Hefeaktivator 
gegeniiber Versuch 3 derselben Reihe enthalt, ist die Phosphatveresterung 
merkwiirdigerweise geringer als in Versuch 3. In dem Versuch mit der 
gréBeren Aktivatormenge sind die Verhialtnisse fiir die Phosphatveresterung 
also irgendwie ungiinstiger gestaltet. Aber beide Versuche ergeben iiberein- 
stimmend, da’ die Phosphatveresterung bei Gegenwart von Hexokinase 
durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt wird. — Es sei erwahnt, da{i in einem 
Versuch mit Linsenextrakt Hexokinasezusatz ohne Einflu8 auf den Schwund 
von anorganischem P war. 

In einer Versuchsreihe wurde der Einflu8 von Adenylpyrophosphorsdure 
untersucht (Tabelle XV). In dem System: Linsenextrakt + Glykogen 

Adenylpyrophosphat verschwindet bei Gegenwart von Glycerinaldehyd 
anscheinend weniger anorganisches Phosphat als ohne Glycerinaldehyd. 
Da nur das anorganische Phosphat bestimmt wurde, laBt sich nicht sicher 
sagen, ob dieses Ergebnis von einer Hemmung der Glykogenveresterung 
oder von einer vermehrten Phosphatabspaltung aus dem zugesetzten 
Adenylpyrophosphat herriihrt. Die letztere Annahme wiirde damit iiberein- 
stimmen, da®B Glycerinaldehyd in Linsenextrakten die Mineralisierung 
von Phosphoglycerinsaéure férderte (die P-Abspaltung war um 20 bis 30° 
vermehrt). An der Mineralisierung des Phosphoglycerinséure-Phosphats ist 
das Adenylsauresystem beteiligt (24). Es kénnte also an eine Aktivierung 
der Adenylpyrophosphatase gedacht werden. Aber da die Phosphorylase- 
reaktion als Angriffspunkt des Glycerinaldehyds inzwischen ausgeschlossen 
wurde (9), wurden in dieser Richtung keine weiteren Versuche angestellt. 
Der Versuch zeigt ferner eine — wenn auch nur geringe Férderung der 
Milchséurebildung durch Adenylpyrophosphorséure. Diese vermehrte 
Milchséurebildung wird durch Glycerinaldehyd wieder vollstindig auf- 
gehoben. 


Die Hemmung der Glucosephosphorylierung in Linsenextrakten ist 
nicht fiir Glycerinaldehyd spezifisch, wie die Versuche der Tabelle XVI 
mit Formaldehyd, Propylaldehyd und Benzaldehyd zeigen. Das er- 
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Tabelle XV. Versuch mit Adenylpyrophosphat. 


Ansatze: 4cem Extrakt von alten Rinderlinsen + 3,75 cem Lésung (bzw 
enthaltend: 20mg Glykogen, 7,5 mg Glycerinaldehyd, Adenylpyrophosphat 
entsprechend 0,78 mg Pyrophosphat-P). 





mg°/ P mg?/ 9 Milchsiure 


| 
| 
| 


Zusatz 


bei_37° 
nach 6 Std. 
Anderung | 


Anderung 
I nach 6 Std. 
bei 37° 
Anderung 
Anderung 


} 
| 


- || nach 3 Std 


_ 
oo | 
fm, | 
+ 


Ohne Zusatz 
Glycerinaldeyd 
Glykogen 
|, Glykogen + Glycerin- 
aldehyd 
Glykogen + Adeny1- 
pyrophosphat ....  7,933,0 - 4,931.93 - 6 
Glykogen + Adenyl- 
pyrophosphat 
+ Glycerinaldehyd 8,05 5,86 - 2,19 4,82 - 3,23 — | 21,5' + 10,3 


bo 
oO 


scheint fiir den Mechanismus der Glykolyseinaktivierung durch Glycerin- 
aldehyd bemerkenswert, besonders auch im Hinblick auf die Befunde 
von Needham und Nowinski (4), welche fanden, daB im Gegensatz zu 
Glycerinaldehyd Acet-, Propyl-, n-Butyl- und Benzaldehyd auf die 
Milchsaurebildung im embryonalen Gewebshrei unwirksam sind. (Aus 
methodischen Griinden konnten von uns keine Untersuchungen durch- 
gefiihrt werden, ob auch im Linsenextrakt die Milchsaurebildung durch 
die anderen Aldehyde gehemmt ist.) Aus der Tatsache, daB Glycerin- 


Tabelle XVI. Hemmung der Phosphatveresterung in Linsen- 
extrakten durch Formaldehyd, Propylaldehyd und Benzaldehyd. 
1—1d: 3cem Extrakt + 1,5cem Lésung (in 1d 4,5 mg Propylaldehyd). 
2—2b: 4cem Extrakt + 3,75cem Lésung (in 2 und 2b 5 mg Form- 
aldehyd). 3—3b: 3cem Extrakt + 3 cem Lésung (in 3b mit Benz- 
aldehyd gesattigt). 

eine! 4 ieee ag 
Versuch zeit wcLdus, nib 
Std. sofort nachher | Anderung 








eee ee es es 
+ Glycerinaldehyd 

+ Glucose 

+ ., + Glycerinaldehyd ... 
+ 4, + Propylaldehyd .... 
+ Formaldehyd 

+. Glucose 

“i 

Ohne Zusatz 

-++ Glucose 


= 


2,52 4,52 
2,52 4,27 
2.46 | 1,66 
2,54 3,43 
2,53 3,41 
6,42 6,70 
6,34 | 5,40 
6,52 | 6,89 
6,16 8,32 
5,65 4,40 
5,50 6,27 


| 


meme COOH WWW ww 
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aldehyd die Vergirung durch Hefe hemmt (9) (10), andererseits Acet- 
aldehyd hier aber als notwendige Durchgangsstufe und Wasserstoff- 
akzeptor auftritt, liBt sich ersehen, daB die unspezifische Hemmung 
der Phosphatveresterung in Linsenextrakten vermutlich die glykolyse- 
inaktivierende Fahigkeit verstarkt, aber mindestens nicht der einzige 
Ort der Glycerinaldehydwirkung ist. 


Versuche iiber die Bedeutung der Aldolasereaktion fiir die Glycerinaldehyd- 
wirkung. 


d, !-Glycerinaldehyd bildet im dialysierten Muskelextrakt mit 


Dioxyacetonphosphorséure d-Fructose-l-Phosphorséure und 1-Sorbose- 
|-Phosphorséure [Meyerho/, Lohmann und Schuster (25)|. Es erhebt 
sich die Frage, ob diese Reaktion an der glykolyseinaktivierenden 
Fahigkeit des Glycerinaldehyds beteiligt ist. Gegen die Beteiligung der 
Aldolasereaktion spricht vor allem, da der Abbau der phosphorylierten 
Kohlenhydrate nicht gehemmt wird. Needham und Lehmann (5) fiihren 
die von Holmes und ihnen gemachten Befunde, daB die Milchsaure- 
hildung aus Glykogen oder aus Glucose (-- Hexokinase) im Muskel- 
extrakt durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt erscheint, auf die 
Kondensationsreaktion zwischen Glycerinaldehyd und dem als obligates 
Zwischenprodukt auftretenden Triosephosphat zuriick. 

Fiir die Betrachtung der Glycerinaldehydwirkung kann der Aldolase- 
reaktion einmal die Bedeutung zukommen, daB durch sie Glycerinaldehyd 
als Hemmungsmittel verschwindet. Eine hemmende Wirkung kénnte jedoch 
dadurch zustande kommen, daf die entstehenden Hexoseester nicht oder mit 
verminderter Geschwindigkeit umgesetzt werden. Das mit d-Glycerin- 
aldehyd gebildete d-Fructose-l-pbosphat wird nach Meyerhof (26) wahrschein- 
lich erst nach vorausgehender Dephosphorylierung abgebaut. Das Konden- 
sationsprodukt mit 1]-Glycerinaldehyd, |-Sorbose-l-phosphorséure, wird in 
glykolysierenden Systemen wohl nur in dem Mage umgesetzt, soweit die 
Aldolkondensation reversibel ist. Unter Bedingungen, unter denen die 
Aldolreaktion in nennenswertem Umfange verlauft, kénnte 1-Glycerin- 
aldehyd aus diesem Grunde stéirker hemmend wirken als die d-Kompo- 
nente. —- Die Aldolasereaktion kann jedoch schon aus dem Grunde keine 
allgemeingiiltige Erklarung fiir die Glycerinaldehydwirkung geben, weil 
— wie erwaihnt —- der Phosphorséureesterabbau nicht gehemmt wird. 

Durch Aufnahme der Hydrolysenkurven sowie durch Bestimmung 
des Glycerinaldehydschwundes (Jodtitration nach Wéillstdtter-Schudel) 
fanden wir, da auch im glykolytisch aktiven Linsen- bzw. Muskel- 
extrakt nach Zusatz von Hexosediphosphorséure und Glycerinaldehyd 
die. Aldolasereaktion in betrichtlichem Ausma} stattfindet. Da nun 
die Veresterung von Glykogen oder von Glucose (in Gegenwart von 
Hexokinase) durch Glycerinaldehyd nicht oder nur wenig gehemmt wird, 
ergibt sich die Frage, ob es auch in diesen Fallen zum Stattfinden der Aldo- 
lasereaktion kommt. Zu diesem Zwecke wurde die Glycerinaldehydab- 
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Tabelle XVII. Versuche zur Aldolasereaktion (Bestimmung de: 
Glycerinaldehydabnahme). 
Ansatze: 4cem Muskelextrakt (1: 1,5) + 2 cem Lésung (enthaltend 30 mg 
Glykogen; etwa 3mg Hexosediphosphorséure-P; etwa 20mg _ Glycerin 
aldehyd). 1—-6 und 7--10 je gleicher Muskelextrakt. 1—6 2!/, Stunden: 
7--10 3 Stunden 37°. 





Jodverbrauch entspricht 
mg Glycerinaldehyd pro Ansatz 
Zusatz sidelines Saati vendiahls taints 
nach 


sofort Inkubation 


Anderung 


Ohne 3,92 2,84 — 1,08 
Glycerinaldehyd 22.40 20,30 2,10 
Glykogen 3,92 6,21 + 2,29 
a + Glycerinaldehyd 19,35 19,20 0,15 
Hexosediphosphorsaiure —Na 5,0 7,15 + 2,15 
+ Glycerinaldehyd | 23,80 13,61 — 10,19 


3,38 2,30 1,08 
Glycerinaldehyd 20,20 18,35 — 1,85 
Glykogen 3,50 5,27 + 1,77 
$9 20,40 22,40 + 2,0 
nahme im frischen Muskelextrakt bei Gegenwart von Glykogen als Sub- 
strat bestimmt (Tabelle XVII). Dem Muskelextrakt zugesetzter Glycerin- 
aldehyd nimmt in 2!/, bzw. 3 Stunden in geringem Mafe ab (Versuche 2 
und 8). Die Glykogenveresterung’ (und anschlieBende weitere Um- 
wandlung) fiihrt zu einer Vermehrung titrierbarer Carbonylgruppen 
(Versuche 3 und 9). In Versuch 4 mit Glykogen und Glycerinaldehyd 
verschwindet im ganzen Ansatz eine 0,15mg Glycerinaldehyd ent- 
sprechende Menge Aldehydgruppen. Aus dem Aldehydschwund in 
Versuch 2 und der Aldehydzunahme in Versuch 3 hatte sich in Versuch 4 
eine Vermehrung von 0,19mg Glycerinaldelryd ergeben sollen. 0.15 
0,19 = 0,34 mg Glycerinaldehyd kénnen hier also — giinstigstenfalls 
auf Kosten der Aldolasereaktion verbraucht worden sein. Diese 
Menge, selbst wenn sie nicht durch die Genauigkeitsgrenze der Be- 
stimmung zustande gekommen sein sollte, erscheint unbedeutend, wie 
insbesondere auch die Versuche 5 und 6 derselben Reihe mit Hexose- 
diphosphorsaure lehren; hier verschwinden infolge der Aldolasereaktion 
10 mg Glycerinaldehyd, die Halfte der zugesetzten Menge. In der 
zweiten Versuchsreihe ist bei Gegenwart von Glykogen tiberhaupt kein 
Schwund von Glycerinaldehyd festzustellen (Versuch 10); im Gegentei! 
nimmt die Menge der Aldehydgruppen gegeniiber dem Versuch 9 mit 
Glykogen allein sogar noch etwas zu, vielleicht infolge einer etwas ver 
mehrten Glykogenveresterung in Gegenwart von Glycerinaldehyd. 
Ebensowenig erhielten wir in Versuchen mit Hefemazerationssaft 
und Glucose oder Glykogen Anhaltspunkte dafiir, daB in Gegenwart 
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von Glycerinaldehyd eine Aldolasereaktion stattfindet. In diesen 
Versuchen wurde nicht die Glycerinaldehvdmenge, sondern die Hydro- 
jysierbarkeit des organischen Phosphats (nach Lohmann) bestimmt. 
Glucose wurde im Mazerationssaft starker verestert als Glykogen. 
Die erhaltenen Hvdrolysenwerte sind in Tabelle XVIII aufgefiihrt. Eine 
Reaktion zwischen Glvcerinaldehyd und etwa entstehendem Triose- 
phosphat hatte sich in einer wesentlich leichteren Hydrolysierbar- 
keit des organischen P in Gegenwart von Glycerinaldehyd zeigen miissen, 
da die entstehenden Ketose-l-phosphorsaureester in n HCl1/100° bereits 
nach 30 Minuten aufgespalten sind (25). Das ist aber nicht der Fall. 


Tabelle XVIII. Versuch zur Aldolasereaktion mit Glucose und 
Glykogen als Substraten (Hydrolysen). 
Ansatze: 4cem Hefemazerationssaft + 2cem Zusitze (enthaltend in | 
100mg Glucose, in 2 100mg Glucose und 10mg Glycerinaldehyd, in 3 20mg 
Glykogen, in 4 20 mg Glykogen und 10 mg Glycerinaldehyd). Inkubation: 
50 Minuten 37°. mg P pro Ansatz, %-Werte = hydrolysierter P vom 
organ. P. 





Zusatz 7Min. %9  30Min.) 9, 60Min. °/ 9 180Min.) 9/5 Rest-P °/ 


0,87 20,1 | 1,65 38,0 1,88 |43,2) 2,30 52,7 2,05 47,3 
Glucose -++ Glyce- 
rinaldehyd .... | 0,86 19,75] 1,63 (37,2) 1,95 44,5) 2,35 2,03 46,6 


Glykogen 0,69 26,3 | 1,06 40,5 1.12 42,7 1,35 1,27 48,5 
Glykogen + Gly- 
cerinaldehyd .. 0,62 24,0 | 1,02 39,5 1,19 46,0) 1,27 1,31 50,8 


Besprechung der Ergebnisse. 


Nach den hier mitgeteilten Ergebnissen kann die Glykolyse- 
hemmung durch Glycerinaldehyd ebenfalls nicht als spezifisch fiir 
einen von der Muskelglykolyse verschiedenen Glykolysetypus auf- 
gefaBt werden: Auch im Muskelextrakt wird die Milchsiurebildung 
aus Glykogen gehemmt. Ebenso, in den meisten Fallen noch deutlicher, 
hemmt Glycerinaldehyd die Glykolyse in der isolierten Linse mit 
Glucose und in Linsenextrakten mit Glykogen, Glucose und Fructose. 
Neben der Milchséurebildung aus verschiedenen Substraten finden 
in der Linse und in Linsenextrakten deutliche Phosphorylierungs- 
reaktionen statt, die — auBer anderen Befunden dafiir sprechen, 
da auch in der Linse der glykolytische Kohlenhydratabbau tiber 
phosphorylierte Zwischenprodukte verlauft [Siilimann und Weekers (12)}. 
Unter dieser Voraussetzung ergibt sich, daB die Glycerinaldehyd- 
hemmung auch den mit Phosphatveresterung verkniipften Kohlen- 
hydratabbau betrifft und nicht als Kriterium fiir einen hiervon 
verschiedenen Glykolysetypus angesehen werden kann. Wir schlieBen 
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uns damit der Auffassung von Adler, Calvet und Giinther (9) sowie von 
Boyland und Boyland (10) an. 

Die Frage, worauf die negativen Befunde von Holmes (2), Needham 
und Lehmann (5), nach denen die Milchsaéurebildung aus den unphospho- 
rylierten Kohlenhydraten im Muskelextrakt nicht gehemmt wird, 
zurickzufiihren sind, bleibt noch offen. In diesem Zusammenhang sei 
hervorgehoben, daB wir in keinem Versuch mit Glykogen eine voll- 
stindige Hemmung der Glykolyse durch Glycerinaldehyd fanden; sie 
betrug in Linsenextrakten maximal 75, in drei Versuchen mit Muskel- 
extrakten nur 25 bis 50%. Das weist darauf hin, daB je nach der Zu- 
sammensetzung des Enzymsystems die Wirksamkeit des Glycerin- 
aldehyds in quantitativer Beziehung erheblich schwanken kann. Die 
mitgeteilten Versuche, nach denen Glycerinaldehyd als Hemmungs- 
mittel fiir die Milchsiurebildung aus Glykogen in mit Phosphat ge- 
puffertem Muskelextrakt bei px 8,1 nahezu unwirksam war, k6énnen 
vielleicht zur Klarung dieser Frage beitragen. Hier verdient auch die 
Angabe von Adler, Calvet und Giinther Interesse, daB im Gehirnextrakt 
mit Glykogen als Substrat eine -héhere Glycerinaldehydkonzentration 
zur Hemmung der Milchsaurebildung notwendig ist, als wenn Glucose 
verwendet wird. 

Unsere Versuche mit Hexosediphosphorséiure und Hexosemono- 
phosphorséure (Hmbden-Ester) fielen nicht ganz eindeutig aus; in 
einigen Versuchen wurde eine Henimung beobachtet, in den meisten 
erwies sich Glycerinaldehyd als wirkungslos. Im Bluthimolysat war 
keine Hemmung der Milchsaéurebildung aus Hexosediphosphat fest- 
zustellen. Aus den Versuchen anderer Autoren (4) (9) (10) ergibt sich, da} 
Glycerinaldehyd den glykolytischen Abbau der phosphorylierten 
Kohlenhydrate nicht hemmt. Worauf die Differenzen in unseren Ver- 
suchen zuriickzufiihren sind, kénnen wir nicht stcher sagen. Wir wandten 
Glycerinaldehydkonzentrationen an, die zum Teil héher liegen als die 
in anderen Arbeiten benutzten. Aus den in den Tabellen VI und VII 
aufgefiihrten Versuchen mit verschiedenen Glycerinaldehydmengen 
laBt sich jedoch ein Einflu8 der Glycerinaldehydkonzentration in 
diesem Sinne nicht ersehen. Eine naherliegende Annahme scheint 
uns die zu sein, daB Sekundarreaktionen, wie etwa Saurebildung aus 
dem zugesetzten Glycerinaldehyd in einigen Fallen einen hemmenden 
Effekt ausiibten. Fiir die Betrachtung der Glycerinaldehydwirkung 
erscheint wesentlich, daB die Milchséiurebildung aus den unveresterten 
Kohlenhydraten unter denselben Bedingungen gehemmt wird, unter 
denen der Abbau der Phosphorsiureester ungehemmt verlauft. Das 
kann auch aus unseren Versuchen geschlossen werden. 

Aus den Ergebnissen, daB die Milchsaéurebildung aus den freien 
Kohlenhydraten in allen Systemen gehemmt, aus den Hexoseestern 
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dagegen nicht (oder mindestens nicht generell) glhhemmt wird, kénnen 
sich die ersten Anhaltspunkte fiir den Mechanismus der Glycerin- 
aldehydhemmung ergeben. Adler, Calvet und Giinther schlieBen aus 
ihren Untersuchungen, ,,daB die Glycerinaldehydhemmung eine auf dem 
Wege vom Kohlenhydrat (Glucose bzw. Glykogen) zum Hexosemono- 
phosphat liegende Reaktionsphase betreffe, wobei jedoch die Phospho- 
rylasereaktion ausgeschlossen werden kann“. Sie weisen tiberdies darauf 
hin, daB die Glycerinaldehydwirkung die Veresterung von anorganischem 
Phosphat betreffen kénnte. 

Aus unseren teilweise bereits friiher (11) und ausfiihrlicher hier 
mitgeteilten Versuchen tiber den EinfluB des Glycerinaldehyds auf die 
Veresterung anorganischen Phosphats ergibt sich, daB allein die Hexose- 
veresterung in Linsenextrakten (und wahrscheinlich auch im Blute) 
durch Glycerinaldehyd gehemmt wird, nicht dagegen die Veresterung 
von Glykogen im Linsen- oder Muskelextrakt und die Glucosever- 
esterung im Hefemazerationssaft. Ferner bewirkt, wie hier gezeigt 
wurde, Zusatz von Hexokinase zu Linsen- und Muskelextrakt, daB die 
Glycerinaldehydhemmung bei der Phosphatveresterung mit Glucose 
als Substrat nicht in Erscheinung tritt. Bei Gegenwart von Hexo- 
kinase erscheint also die Veresterung anorganischen Phosphats mit 
Hexosen ebensowenig durch Glycerinaldehyd hemmbar wie die Ver- 
esterung von Glykogen, die des Hefeaktivators nicht bedarf?. 

Unter der Voraussetzung, dai Glycerinaldehyd in allen hier in 
Betracht kommenden Fallen den gleichen Wirkungsmechanismus hat, 
ist anzunehmen, da die zur Phosphatveresterung der Hexosen fiihrenden 
Vorgainge nicht bei allen Systemen vdllig identisch sind. Sie sind ent- 
weder (wie im Linsenextrakt) durch Glycerinaldehyd (und auch andere 
Aldehyde) zu einem erheblichen Teil hemmbar oder aber Glycerin- 
aldehyd ist auf sie (wie in allen Fallen bei Anwesenheit des Hefeakti- 
vators) ohne EinfluB. Es liegt nahe, an eine Verschiedenheit der ,,Phos- 
phorylase‘‘ zu denken, oder aber verschiedene Wege der Reaktions- 
koppelungen, die (eventuell iiber Adenylsaéure) zur Aufnahme des an- 
organischen Phosphats fiihren, anzunehmen. 

Es ergibt sich somit, daB allgemein die Hemmung der Glykolyse 
durch Glycerinaldehyd nicht die Veresterung der Kohlenhydrate mit 
anorganischem Phosphat betrifft; auch in den Fallen, in denen die 
Phosphatveresterung nicht gehemmt ist, hemmt Glycerinaldehyd die 
Milchséurebildung. Da andererseits, wie zitiert, der Abbau (alkoho- 
lische Garung und Glykolyse) der phosphorylierten Kohlenhydrate 


1 Bei héheren Glycerinaldehyd-Konzentrationen ist auch in den zu- 
letzt genannten Fallen die Phosphatveresterung deutlich gehemmt. Uber 
die dabei auftretende Beziehung zwischen Hemmung der P-Veresterung 
und der Milchséurebildung soll spater berichtet werden. 


23* 
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(Harden- Young-, Robison-, Embden-Ester) nicht gehemmt ist, kann 
ausgeschlossen werden, da Glycerinaldehyd in Abbauphasen de: 
Phosphorsdureester hemmend eingreift. Sofern der anaerobe Kohlen 
hydratabbau nun itiber die untersuchten Phosphorsdureester fiihrt. 
miiBte der Angriffspunkt des Glycerinaldehyds vor ihrer Bildung 
gesucht werden. Danach wiirde Glycerinaldehyd vielleicht die Umbildung 
der primir gebildeten Phosphorsdureester in den_,,Gleichgewichts. 
ester‘, wie dieser aus enzymatischen Ansatzen zu isolieren ist, ode: 
allgemein in die Ester, die, wie die untersuchten, dem ungehemmten 
Zerfall in Milchséure (bzw. Alkohol) unterliegen, hemmen. Im Falle 
des Glykogens, das nach Parnas (27) als solches phosphoryliert wird 
und dann Hexosemonophosphorsaure ergibt (Phosphorolyse), kénnte 
Glycerinaldehyd bei der Umwandlung des phosphorylierten Glykogens 
in das Hexosemonophosphat eingreifen. [Uber Phosphorolyse im 
Muskelextrakt vgl. auch FE. M. Mystkowshi (28).) Ahnliches ware fiir 
die Hexosenveresterung in Gegenwart von Hexokinase anzufiihren. 
Die mitgeteilten Versuche, nach denen weder durch Bestimmung des 
Glycerinaldehydschwundes noch “durch Hydrolysen (Tabelle XVII und 
XVIII) im Muskel- bzw. Hefeextrakt mit Glykogen oder Glucose, deren 
Veresterung, gemessen an der Abnahme des anorgan. P, nicht gehemmt 
ist, eine Aldolasereaktion nachweisbar war, stiitzen diese Annahme. Aller- 
dings fehlen noch direkte Anhaltspunkte fiir die Verschiedenheit der mit und 
ohne Glycerinaldehyd gebildeten Phosphorséureester. Weiterhin liegt noch 
eine Schwierigkeit darin, daB wir den Glykogenabbau nicht vollstandig ge 
hemmt fanden und daher, wenn der Abbau nur iiber die Stufe der Triose- 
phosphorsauren erfolgte, eine Aldolkondensation mit dem zugesetzten 
Glycerinaldehyd hatten nachweisen miissen. Hierzu sind weitere Unter- 
suchungen notwendig, insbesondere auch dariiber, ob mit anderen Alde- 
hyden, die die Glykolyse bzw. Gaérung nicht hemmen, in Ansaétzen mit 
Glucose oder Glykogen die Aldolasereaktion nachzuweisen ist. Fiir die 


weitere Klarung der Glycerinaldehydwirkung werden auch folgende Punkte 


zr beachten sein: Mechanismus der Reversion der Glycerinaldehydhemmung 
durch Brenztraubensaure (Mendel); spezifische Hemmung durch 1-Glycerin- 
aldehyd (Needham und Lehmann); Wirkung auf die Umesterung zwischen 
Phosphobrenztraubenséure und Adenylsiure sowie auf die Phosphatab- 
spaltung aus Adenylpyrophosphat (vgl. Tabelle XV). 


Herrn Prof. Dr. A. Briickner, Direktor der Klinik, bin ich fiir sein 
Entgegenkommen und die stete Férderung meiner Arbeit zu groBem 
Dank verpflichtet. 

Zusammenfassung. 


1. In der isolierten Linse wird die Milchsdiurebildung aus Glucose 
durch Glycerinaldehyd gehemmt. 

2. Glycerinaldehyd hemmt in Muskel- bzw. Linsenextrakten die 
Milchsaurebildung aus Glykogen, Glucose und Fructose. 

3. Der glykolytische Abbau (Muskel- und Linsenextrakt, Blut- 
hamolysat) von Hexosediphosphorséure und Hexosemonophosphorsaure 
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(Embden-Ester) erscheint durchweg nicht gehemmt. Die Ergebnisse 
waren nicht ganz regelmaBig (s. Versuchsteil). 

4. Glycerinaldehyd hemmt in Linsenextrakten mit Glucose oder 
Fructose als Substrate die Veresterung von anorganischem Phosphat. 
Diese Wirkung ist nicht fiir Glycerinaldehyd spezifisch. 

5. Dagegen wird im frischen Linsen- und Muskelextrakt sowie im 
Hefemazerationssaft die Phosphatveresterung mit Glykogen durch 
Glycerinaldehyd in den angewandten Konzentrationen nicht gehemmt. 
Das gleiche ergab sich fiir Hefemazerationssaft und Glucose. 

6. Bei Zusatz von Hexokinase zu Muskel- und Linsenextrakten 
hemmt Glycerinaldehyd die Phosphatveresterung mit Glucose nicht 
oder nicht betrachtlich. 

7. Auf Grund der von anderen Autoren bzw. uns gemachten 
Befunde, nach denen die Veresterung von anorganischem Phosphat 
mit Glykogen oder mit Glucose (in Gegenwart von Hexokinase), die 
Phosphorylasereaktion sowie der Abbau der bisher untersuchten 
Phosphorsaureester durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt erscheinen, 
werden vorlaufige Annahmen iiber den Mechanismus der Glycerin- 
aldehydwirkung in phosphorylierenden Systemen besprochen. 
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Uber biologische Wasserzersetzung. 


Von 
K. Yamafuji, M. Fujii und M. Nishioeda. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 2, Marz 1938.) 


Auf Grund der Tatsache, daB beim Seidenspinner die Katalase- 
wirkung nicht mit der Atmung, sondern mit der mitogenetischen 
Strahlung aufs engste verkniipft ist (1), wurde die Hypothese aufgestellt. 
daB durch mitogenetische bzw. ultraviolette Strahlen Wasser in lebenden 
Organismen zersetzt wird und das dabei entstandene Wasserstoff- 
peroxyd auf die Katalase aktivierend wirkt. Diese Hypothese wurde 
durch eine Reihe von Untersuchungen erhartet (2). Es ist uns aber 
noch nicht gelungen, direkt nachzuweisen, daf durch mitogenetische 
Bestrahlung von Wasser Wasserstoffperoxyd entsteht. Um dies nach- 
zuweisen, ist es notwendig, einen geniigend starken Photosensibilisator 
zu finden. Im Laufe dieser Untersuchung haben wir, besonders da, wo 
das Wasserstoffperoxyd in der “Kohlensdureassimilation eine Rolle 
spielen soll, einige Versuche ausgefiihrt, um die Wirkung der Sonnen- 
strahlen auf Wasser zu studieren. 


Nach Tian (3) kann die photochemische Wasserzersetzung nur 
durch kurzwellige ultraviolette Strahlen hervorgebracht werden. 
wahrend die lingeren Wellen Wasserstoffperoxyd spalten. In der vor- 
liegenden Arbeit haben wir aber festgestellt, daB in Gegenwart von 
geeigneten Sensibilisatoren auch sichtbares, ja selbst rotes Licht fiir 
die Bildung von Wasserstoffperoxyd aus Wasser ausgenutzt werden 
kann. Wir konnten ferner aus griinen Blattern stark photosensibili- 
sierende Praparate herstellen. Da bei der Wasserstoffsuperoxyd- 
entstehung durch Sonnenstrahlen fast alle Gewebe pflanzlicher oder 
tierischer Herkunft als Sensibilisatoren wirken, glauben wir, daB diese 
photochemische Wasserzersetzung eine allgemeine biologische Reaktion 
ist. Das im Organismus gebildete Wasserstoffperoxyd wird natiirlich 
durch die Katalase gespalten. Unserer Meinung nach ist diese Er. 
scheinung vor allem fiir die Energieversorgung von Bedeutung: denn 
verschiedene Organismen vermégen Hydroperoxyd unter Ausnutzung 
der Lichtenergie aus Wasser zu bilden und die bei der darauffolgenden 
H,O,-Spaltung frei werdende Warme [23.9 kcal pro g Mol (4)] kann zu 
ihren Stoffwechselvorgingen dienen. Bekanntlich ist Wasserstoff- 





Uber biologische Wasserzersetzung. 349 


peroxyd ein Zellgift; es scheint daher von Interesse zu sein, wie sich 
katalasefreie Zellen gegen Licht verhalten. Dariiber wollen wir in einer 
spiteren Mitteilung berichten. 


I. 

Zunichst wurde beobachtet, daB, wenn die wassrige Suspension 
des Pulvers pflanzlicher sowie tierischer Gewebe mehrere Stunden den 
Sonnenstrahlen ausgesetzt wird, ein Produkt entsteht, das in saurer 
Lésung aus Kaliumjodid Jod frei macht. Bei der Belichtung von 
Wasser ohne Zusitze aber wird ein solches Produkt nicht gebildet. 


Die frisch gepfliickten Pflanzen wurden 30 Minuten auf 100° erhitzt, 
dann bei etwa 60° getrocknet und pulverisiert. Bei den tierischen Praparaten 
wurden die Gewebe sofort nach der Entnahme mit Ather entfettet und bei 
80° getrocknet und pulverisiert. In den meisten Fallen wurden 0,2 g dieser 
Pulver in eine Glasschale von 8cem Durchmesser gegeben, mit 30 eem 
Wasser versetzt, 4 bis 5 Stunden mit Sonnenlicht bestrahlt und dann 
filtriert. Die klare Lésung wurde mit l1eem 5nH,SO, angesauert, mit 
10 cem 2 %iger KJ-Lésung und einigen Tropfen gesattigter Molybdansaure- 
ldsung versetzt und nach 15 Minuten mit n/1000 Thiosulfat unter Zusatz 
von Starke titriert. Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I und II, 
in welchen wir, ebenso wie in den anderen Tabellen, die Menge titrierter 
Substanz in cem n/1000 Thiosulfat angeben, zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Zuckerrohr Indigofera Crotalaria Mucuna 


Blattpulver 2,00 ,10 0,90 | 0,50 
Stengelpulver 2,11 78 0,83 0,38 
Wurzelpulver 1,32 12 1,44 0,76 


Tabelle ITI. 





Haar Haut Muskel Lupge Herz Magen Niere Milz 


1,42 


2,34 1,94 1,06 2,04 2,58 2,92 2,08 
_ 4,44 1,30 0,52 1,26 1,34 -- 


Bei den gleichzeitig angestellten Kontrollversuchen im Dunkeln 
wurde kein Freiwerden von Jod aus Jodkalium beobachtet. Ferner 
wurde gefunden, da bei der Bestrahlung der wassrigen Suspension 
des aus dem Rattenblut in der oben beschriebenen Weise hergestellten 
Pulvers kein Produkt entsteht, welches zum Ausscheiden von Jod 
fiihrt. Die Versuche zeigen, daB das Pulver aus Blut noch eine starke 
Katalasewirkung besitzt. Auf Grund dieser Tatsache sowie auch einer 
Reihe von friiheren Untersuchungen (2) nahmen wir an, daB durch 
Lichtwirkung das Wasserstoffperoxvyd aus dem Wasser gebildet wird, 
und daf hierbei die zugesetzten biologischen Materialien als Photo- 
sensibilisatoren wirken. 
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Wir haben nun versucht, den Sensibilisator aus der Pflanzenzelle 
zu isolieren. Dazu wurde das Trockenpulver der Zuckerrohrblatter 
zunachst mit Ather, dann mit 80°,igem Alkohol und schlieBlich mit 
Wasser warm extrahiert und jeder Extrakt eingedampft. 0,02 ¢ der 
zuriickgebliebenen Masse wurden in 30 ccm Wasser suspendiert und die 
Belichtungsversuche wie oben ausgefiihrt. Wie aus Tabelle III er. 
sichtlich, ist die Menge der titrierten Substanz beim Zusatz der extra- 
hierbaren Stoffe erheblich gréBer als beim Zusatz des Blattpulvers. 
DaB durch dieses einfache Verfahren wirklich stark photosensibili- 
sierende Praparate erhalten werden kénnen, ist auch aus den folgenden 
Versuchsreihen ersichtlich. 


Tabelle III. 





Wasser 


| Blattpulver | Pulver aus Pulver aus Pulver aus Blattpulver 
allein 


vor der | Ather- Alkohol- Wasser- nach der 
\ Extraktion | extrakt extrakt | extrakt Extraktion 


Sensibilisator 
eem n/1000 
Thiosulfat .. 0,36 2,46 3,06 2,32 0,32 0 


Zum Vergleich wurden Bestrahlungsversuche mit Casein, Starke. 
Quarzsand, Seesand, Asbest, Talk und Kieselgur durchgefiihrt. Dabei 
wurde gefunden, da diese Substanzen keine photosensibilisierende 
Wirkung aufweisen. 

Ik: 

Um weiter festzustellen, daB die das Jod frei machende Substanz 
aus dem Wasser und nicht aus den zugesetzten Stoffen herriihrt, wurden 
die Sensibilisatoren ohne Zusatz von Wasser bestrahlt. 


Zur Herstellung der Sensibilisatoren aus griinen Zuckerrohrblattern 
wurde das frisch bereitete Blattpulver mit 80%igem Alkohol warm extra- 
hiert, der erhaltene Extrakt eingedampft und der*Riickstand in Wasser auf- 
genommen. Die wassrige Lésung wurde mit Ather geschiittelt und dann 
filtriert. Das Filtrat und die atherische Lésung wurden wieder eingedampft. 
0,02 g der zuriickgebliebenen Massen bzw. 0,2 g der anderen Praparate 
wurden in eine Glasschale von 7cem Durchmesser gebracht, gleichmaBig 
ausgebreitet, dann auf die Schale eine Glasplatte gelegt und die Praparate so 
mehrere Stunden den Sonnenstrahlen ausgesetzt. Beim Kontrollversuch 


Tabelle IV. 





ecm ecm n/1000 eem cem n/1000 


zuge- | Thiosulfat - zuge- Thiosulfat 
sctates |— Sensibilisator eababaie lensing 


| Wasser hell dunkel Wasser hell | dunkel 

ok _ . ' | es re aie i aes imipienia: Aaeige 
Atherlosliche 0 4,40 | 0,46 0,15 | 0,16 
Substanz 10 | 5,82 | 0.56 | Rattenhaut 1 9,94 | 0,18 
Wasserléisliche 0/10 |0 0,19 0,15 
Substanz 10 | 6,85 | 0,39 | Rattenmuskel | 15 1,72 | O11 


Zuckerrohr- | eis "7s | 0 0 
wurzel 15 0,69 | 0 ay 1,82 | 0 


Sensibilisator 


Rattenhaare 
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wurde die Schale mit einem dicken schwarzen Papier véllig bedeckt. Zum 
Vergleich wurden die Sensibilisatoren auch unter Zusatz von Wasser be- 
lichtet (Tabelle IV). 

Damit kann die Méglichkeit ausgeschlossen werden, dafS bei der 
Bestrahlung peroxydartige Produkte aus den als Sensibilisatoren ver- 
wendeten Substanzen ohne Chlorophyll gebildet werden. Die Annahme, 
daB dabei tatsaichlich das Wasserstoffperoxyd aus dem Wasser ent- 
standen ist, wurde durch die folgenden Versuche weiter hestatigt, in 
denen die Zersetzbarkeit des bei der Belichtung gebildeten Produktes 
durch Katalase untersucht wurde. Als Katalasepriparate verwendeten 
wir mit Wasser 20fach verdiinntes Kaninchenblut und eine aus Ochsen- 
leberextrakt nach der Angabe von Yamafuji (5) hergestellte und ge- 
reinigte Katalaselésung. 25 ccm der wisserigen Suspension des Sensi- 
bilisators wurden nach der Bestrahlung filtriert. Das Filtrat wurde 
mit 2cem m/15 Phosphatpuffer von py = 6,8 versetzt, dann in zwei 
gleiche Teile geteilt und auf 0° abgekiihlt. Der eine Teil wurde mit 
0,1 ccm Katalaselésung und der andere mit 0,1 ccm Wasser versetzt. 
Nach 20 Minuten wurde 1 ccm 5n H,SO, zugesetzt und hierauf die 
Hydroperoxydbestimmung nach der obenerwahnten Methode aus- 
gefiihrt (Tabelle V). Zugleich wurde die Wirkung der Katalase auf das 
bei der Bestrahlung der chlorophyllhaltigen Substanz ohne Zusatz von 
Wasser entstandene Produkt untersucht (vgl. Tabelle IV). 


Tabelle V. 





ecm ecm cem ecm 
Sensibilisator || Katalase- 1/1000 Sensibilisator Katalase- 1/1000 
. Thio- : Thio- 
lésung losung 


sulfat sulfat 


0,05 gwasserlésliche {| 0,1 0,22 0,5 g 11 0,1 0 
0 


Substanz aus Blattern | 


0,03 g atherlésliche { 
Substanz aus Blattern - 
(mit Wasser bestrahlt) | 


0,03 g atherlésliche [ 
Substanz aus Blattern 
(ohne Wasser bestrahlt) 


5,81 Zuckerrohrwurzel {| 0 0,33 


0,1 0,65 0,1 0,10 
0 390 0,15 g Rattenmuskel 0 0,96 


1,45 
|  o 2,40 


0,3 g Rattenhaar ne Hn 
fj 0,1 0,51 
| 0 0,95 


{ 0,1 0,09 


0,5g Zuckerrohrblatt 1 0 1,24 


0.2 g Rattenhaut 





Durch diese Versuche wurde einwandfrei festgestellt, daB es sich 
bei der das Jod frei machenden Substanz wirklich um Wasserstoff- 
peroxyd handelt. Tabelle V zeigt aber, daB bei der Belichtung der 
chlorophyllhaltigen Stoffe neben dem Wasserstoffperoxyd noch ein 
Produkt entsteht, das durch Katalase nicht zersetzt wird. Im Zusammen- 
hang mit der Ansicht von Stoll (6), daB das Chlorophyll die Fahigkeit 
besitzt, ein Molekiil H,O besonders stark festzuhalten und da im 
Sonnenlicht dieses Wasser dann leicht gespalten wird, ist die Tatsache 
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von Interesse, daB bei der Bestrahlung des atherléslichen Praparats 
aus griinen Blattern auch ohne Zusatz von Wasser noch Wasserstoff- 
peroxyd gebildet wird. 

II. 


Es wurde nun untersucht, ob auch bei vollstandigem Ausschluf} 
von Sauerstoff Wasserstoffperoxyd entstehen kann. Der Sensibilisator 
allein oder seine wasserige Suspension wurde in ein GlasgefaB gebracht 
Nachdem die Luft mit Stickstoff, der durch Uberleiten iiber glithendes 
Kupfer von Spuren Sauerstoff befreit war, véllig vertrieben war, wurde 
das GefiB verschlossen und dann mehrere Stunden dem Sonnenlicht 
ausgesetzt. Bei einem Kontrollversuch im Dunkeln wurde das Gefal 
mit schwarzem Papier bedeckt. Nach der Bestrahlung wurde das 
Hydroperoxyd wie bet den Versuchen in Tabelle V bestimmt (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





ecm 
Wasser im Strahlen- 
Bestrahlungs- filter 
gefaB 


ecm 
Katalase- 
lésung 


cem n L000 
Thiosulfat 


Sensibilisator 


0,1 0 
0 1,30 


Schwarz - . 1b 


Glas 


0,03 g wasserlésliche Substanz 
aus Blattern 


. 0,1 
Glas 0 


0 
0,09 
0 


Schwarz 0,05 


| 

| 

| a 0 0,65 
| 08 
| 

| 

| 

| 

| 

| 


0,70 
0,94 
0 

0,05 


0,02 g atherlésliche Substanz Schwarz 


aus Blattern 





0 
0,38 
0,1 0 
0 0 
0,1 0,08 
0 0,31 
0,1 0,06 
0 0,09 


0,3 g Pulver aus Rattenhaut 


0,1 g Pulver aus Froschhaut 


Weiter wurden die wasserigen Suspensionen eines Sensibilisators 
gleichzeitig in Stickstoff, in Luft sowie in Sauerstoff belichtet und die 
entstandenen Mengen Wasserstoffperoxyd verglichen (Tabelle VI). 
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Tabelle VIL. 





ecm ecm cem ecm 

- Kata- n/1000 a pa _ Kata- n/1000 

Gas lase-  Thio- Sensibilisator Gas lase- —Thio- 
lisung  sulfat lésung sulfat 


Sensibilisator 


Stick- 0,1 0 Stick-{ 0,1 0,12 


; stoff 0 1,06 stoff | 0 0,94 
0,04 g wasser 0,03 g ather- 


lésliche Luft | 9%! 9,25 lésliche Luft | 0,1 0,80 
Substanz aus | 0 4,56 | Substanz aus 0 1,95 
Blattern Sauer-j 0,1 0,32 Blattern Sauer-{ 0,1 2,34 
stoff | 0 4,84 stoff 0 4,40 





Aus den Tabellen VI und VII geht hervor, daB die photochemische 
Wasserzersetzung auch bei Abwesenheit von Sauerstoff stattfindet. 
Die dabei entstandene Hydroperoxydmenge ist aber geringer als bei 
der Bestrablung in Gegenwart von Sauerstoff. Dies ist dadurch zu 
erkliren, daB der bei der Reaktion 2 H,O — H,O, + H, frei gewordene 
Wasserstoff, wie schon Tian (3) angenommen hat, sich weiter unter 
Bildung von H, O, mit Sauerstoff verbindet und daB durch Verschwinden 
des freien Wasserstoffs die umgekehrte Reaktion H,O, + H, > 2 H,O 
gehemmt wird. 

IV. 

Wir haben dann untersucht, welche Wellenlange des Sonnenlichts 
fiir die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd ausgenutzt wird. Dazu 
wurden eine Reihe von Strahlenfiltern nach Murakami (7) hergestellt. 
Die wisserige Suspension des Sensibilisators wurde in eine lackierte 
Glasschale gegeben und dann auf die Schale ein Filter gelegt. Die 
Ergebnisse enthalt Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 





Filter: WeiB Rot Gelb Griin Blau Violett Schwarz 
Wellenliinge mu: > 352 > 623 >517 562—514 453-433 415—403 


0,02 g Pulver aus 
einem Wasser-  § 0,74 2,02 0,70 0,58 0,64 0,25 
extrakt der Blatter 


0,5g Pulver aus 


),5: 6 ),52 ),50 ), 0.19 
Zuckerrohrwurzel 0,53 0,51 0,6 On 0,44 


0,2 g Pulver aus 


} 0,6 15 0,68 575 92 0,18 
Froschhaut 0,04 1,15 8 0,75 ( 1 


9 > ap ¢ 
ie ee ae 5 0,384 1,02 0,30 0,32 0,36 0,12 


0,2 g Pulver aus 


” 4 i>) |< 
esinchiietintead 0,44 0,70 0,50 0,48 0,52 0,15 


0,2 g Pulver aus 


C ve ‘ Qn 2¢ 
Ratéensnuskel 0,39 0,63 0,34 0,35 0,36 0,11 


0,2 g Pulver aus 
Rattenhaar 


| 1,60 0,30 0,56 0,26 0,2 0,28 0,09 
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Die photochemische Wasserzersetzung kann also sogar durch 
I g 
gelbes oder rotes Licht hervorgerufen werden. 


Es ist noch zu bemerken, daf} bei all den obenerwahnten Versuchen 
die gefundene Hydroperoxydmenge nicht der entstandenen Gesamt- 
menge entspricht, da ja bei der Belichtung bekanntlich auch eine 
Spaltung von Wasserstoffsuperoxyd stattfindet. 


Literatur. 


1) K Yamafuji, Bull. agricult. chem. Soe. Japan 12, 90, 1936. 
2) Derselbe, diese Zeitschr. 286, 225, 1936; 288, 145, 1936; 290, 209, 1937; 
Enzymologia 1, 120, 1936; 2, 147, 1937. — 3) A. Tian, J. chem. Soc. 108, 
828, 1915. 4) E. Suito, Rev. physic. Chem. 10, 252, 1936. — 5) K. Yama- 
fuji, Bull. agricult. chem. Soe. Japan 10, 112, 1934. — 6) A. Stoll, Naturwiss. 
24, 53, 1936. 7) R. Murakami, J. agricult. chem. Soc. Japan 12, 151, 1936. 





(At 


ein 
hat 
vol 
bes 


mt 


Ku 
37: 








Uber Kupferbestimmung in biologischem Material’. 
Von 
C. D. Steussij. 
(Aus dem Laboratorium fiir Med.-Vet. Chemie der Reichsuniversitat in 
Utrecht.) 


(Eingegangen am 7. Marz 1938.) 


Farlane (1) benutzte zur Kupferbestimmung die Gelbfarbung mit 
einer Lésung von diathyldithiocarbaminsaurem Natrium und_be- 
hauptete, daB es méglich sei, den Kupfergehalt des Blutes ohne eine 
vorhergehende Abtrennung des Kupfers aus der Aschenlésung so zu 
bestimmen. 

Callan und Henderson (2) haben nachgepriift, welche Metalle 
mit dem Carbamatreagens eine Farbung geben. Es stellte sich dabei 
heraus, daB sich nicht nur Kupfer, sondern auch Kobalt und Eisen 
mit dem Reagens zu einem gefarbten Komplex verbinden. Der Kobalt- 
carbamatkomplex ist gelb, der Eisencarbamatkomplex braun gefarbt. 
Besonders das Eisen wird also im Blute die Kupferbestimmung mit 
Carbamat st6ren. Farlane versuchte die Bildung des braunen Eisen- 
carbamatkomplexes zu beseitigen, indem er eine gesaittigte Lésung von 
Natriumpyrophosphat hinzufiigte. Das Eisen wiirde dann, in schwach 
alkalischem Milieu, als praktisch nicht ionisiertes Ferripyrophosphat, 
nicht mit dem Carbamatreagens reagieren, wihrend das Kupfer reagiert. 
Farlane setzte zu der salzsauren Aschenlésung von 5 bis 10 cem Blut, 
3 bis 5 ccm einer gesattigten Pyrophosphatlésung zu und die Reaktion 
wurde dann mit konzentriertem Ammoniak schwach alkalisch gegen 
Lackmus gemacht. Die Lésung wurde 15 Minuten lang auf 80°C er- 
warmt und wieder abgekiihlt. SchlieBlich setzte er 0,5 cem einer 2 {igen 
Carbamatlésung zu und schiittelte den goldgelb gefirbten Kupfer- 
carbamatkomplex mit 5 ccm Amylalkohol aus. Die Ergebnisse waren 
nach Farlane recht befriedigend. 

Auch Tompsett (3) benutzte bei der Kupferbestimmung im Blute 
gleichfalls mit giinstigen Ergebnissen die von Farlane angegebene 
Methode. 

Sachs, Levine und Fabian (4) fanden jedoch bei der Kupferbestim- 
mung im Blute, daB das Eisen nicht vollstiéndig vom Pyrophosphat 
gebunden wurde, auch nicht wenn gréBere Mengen zugesetzt wurden. 


1 Die hier mitgeteilte Methode wurde bei den Untersuchungen iiber 
Kupfermangel als Ursache von Tierkrankheiten (siehe diese Zeitschr. 295, 
372, 1938) angewendet. 
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Der Amylalkohol war deshalb 6fters braun gefarbt, statt goldgelb. 
Der kolorimetrische Vergleich mit einer Lésung bekannten Kupfer- 
gehalts ergab fast immer zu hohe Ergebnisse. 

Wir haben die Methode Farlanes in diesem Laboratorium an einer 
Lésung, welche Kupfer und Eisen in einem Verhaltnis enthielt, wie diese 
Metalle auch im Blute zugegen sind (z. B. 0,005 mg Cu + 1,5 bis 2,5 mg 
Fe in 15 ccm H,O), nachgearbeitet. Es ergab sich, daB an Stelle der 
goldgelben Farbe des Kupfercarbamatkomplexes eine braunliche Farbe 
auftrat: die Intensitat der Braunfarbung nahm mit steigendem Eisen- 
gehalt zu. Wir erhielten auch keine Besserung, wenn wir 10 ccm Pyro- 
phosphatlésung zusetzten. 

Eine wassrige Lésung, welche nur Ferriionen enthielt (2,5 mg Fe 
in 15ecem H,O), gab mit 5ccm der gesattigten Pyrophosphatlésung 
und 0,5 cem 2 °(iger Carbamatlésung nach dem Ausschiitteln einen ganz 
dunkelbraun gefirbten Amylalkohol, sogar starker als eine Lésung, 
welche neben Eisen auch Kupfer enthielt. 

Eine pu-Steigerung beseitigte diese Braunfarbung nicht. Im alkali- 
schen Milieu reagiert also das Ferripyrophosphat doch mit dem Carbamat- 
reagens, wenn dieses in groBem Uberschu8 anwesend ist. Wir haben 
weiter nachgepriift wie die Reaktion verlauft, wenn weniger Carbamat 
zugesetzt wurde. Die Resultate findet man in Tabelle I. 


s 
Tabelle I. 





Menge des Carbamatreagens Farbe der Amylalkoholschicht 


5 ecm 0,2 %ige Lésung stark braun 

ee | ae ‘ braunlich 

+ ima cad «os pia ; sehr schwach braunlich 
0,5 02 3 fast rein goldgelb 

0,5 GF x, rein goldgelb 


Die verwendete Lésung enthielt stets 0,005 mg Cu + 2,5 mg Fe in 
15cem Fliissigkeit; von der Pyrophosphatlésung wurden immer 5 ccm 
hinzugefiigt. 

Es stellte sich also heraus, daB bei 0,5 ecm der 0,1 igen Carbamat - 
lésung die stérende Wirkung des Eisens ganz verschwunden war. 

Es wurde hierbei das Kupfer in den beiden letzten Proben quanti- 
tativ zuriickgefunden. 

Wir setzen nun immer zu 15 ccm der salzsauren Aschenlésung 
eines biologischen Materials (enthaltend 0,005 bis 0,020 mg Cn) 5 ecm 
der gesittigten Pyrophosphatlésung und @,5 ccm der 0,1 % igen Carbamat- 
lésung zu, auch in den Fallen, wo der Eisengehalt niedriger ist als im 
Blute. Man muB aber der Vergleichslésung mit bekanntem Kupfergehalt 
stets dieselbe Menge Pyrophosphat zusetzen. 
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Das Kobalt, welches nach Callan und Henderson mit Carbamat 
auch eine gelbe Farbung gibt, st6ért nach unseren Untersuchungen die 
Kupferbestimmung nach der Pyrophosphat-Carbamatmethode nicht, 
da die von Kobalt herbeigefiihrte Gelbfarbung in schwach alkalischem 
Milieu stark herabgesetzt wird, ja, bei einer Menge von 0,010 mg Co 
nicht mehr auftritt. 


Die Kupferbestimmung im Blute machen wir nun in folgender 
Weise : 

5 bis 10cem Blut werden in einem Kjeldahl-Kolben mit 5 bis 10 cem 
einer Mischung gleicher Teile H,SO, (Kahlbawm z. A. spez. Gew. 1,84) und 
HNO, (Kahlbaum, z. A. spez. Gew. 1,40) aufgeschlossen. Wahrend der Er- 
hitzung wird noch HNO, zugesetzt, bis die Fliissigkeit sich unter Entwick- 
lung schwefelsaurer Daimpfe nicht mehr braun farbt. In einer Quarzschale 
(Cu-frei gemacht) wird die Schwefelséure abgeraucht. Nach Zusatz von 
1 bis 2cem einer gesattigten Ammonnitratlésung wird die Schale 2 bis 
5 Stunden lang, bis die Asche ganz wei geworden ist, auf 400°C im Ofen 
erhitzt. Der Ofen wird mittels glaserner oder porzellanener Gasbrenner 
erhitzt. Nach unseren Untersuchungen findet eine Verfliichtigung von 
Kupfer bei kurzem Erhitzen auf 400°C nur in geringem MaBe statt, be- 
sonders wenn gleichzeitig andere Stoffe zugegen sind. In Tabelle II sind 
unsere diesbeziiglichen Resultate angegeben. 


Tabelle II. 





Erhitzungs- x : 
maces dauer io Cu 
Menge der Begleitstoffe (T = 400° C) zuriick- Bemerkungen 
gefunden 


0,005 - 2 2 
0,005 1,5 mg Fe (als FeCl,) 97 
0,010 - 86,5 
0,010 1,5 mg Fe (als FeCl,) E 95,6 
0,050 ~- 50 
0,050 * 100 mg Glucose 79 
0,050 100 ,, mn 74 


* Abgeraucht mit 0,5 ccm konz. H,SO, + 0,5cem HN Oz, ( 


Das FeCl, wurde vor 
dem Erhitzen mit 
leem konz. H, 80, 

abgeraucht. 
Wihrend der Erhitzung 
sind 7 ccm gesittigter 


{ Ammonnitratlésung 
zugesetzt worden. 
65 ° 


lo). 


Die Asche wird mit 1 cem HNO, (spez. Gew. 1,40) oxydiert und auf 
dem Sandbade zur Trockne eingedampft und dann mit heiBer 20% iger 
Salzsiure extrahiert. Von einer kleinen Menge nicht léslicher Substanz 
wird abzentrifugiert. Die salzsaure Lésung wird auf dem Sandbade bis auf 
etwa 5cem eingedampft und in einen Glaszylinder von 50 cem Inhalt, mit 
eingeschliffenem Stépsel, gebracht und mit redestilliertem Wasser auf 
15 eem aufgefiillt. Es werden jetzt 5 cem der frisch hergestellten gesattigten 
Natriumpyrophosphatlésung zugesetzt, mit 25°%igem Ammoniak die 
Fliissigkeit gegen Lackmus schwach alkalisch gemacht und 15 Minuten auf 
80° C erwirmt. Nach dem Abkiihlen werden 0,5 cem 0,1 %iger Carbamat- 
lésung zugesetzt und mit 5cem Amylalkohol (Siedepunkt 130°C) der 
Kupfercarbamatkomplex ausgeschiittelt. Nach 5 bis 10 Minuten wird die 
gelbgefirbte Amylalkoholschicht abpipettiert und im Kolorimeter mit 
einer Kupferlésung, die 0,005 bis 0,020 mg Cu enthalt, verglichen. Diese 
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Vergleichslésung wird auch mit 5 ccm der gesattigten Pyrophosphatlésung 
versetzt und weiter geradeso wie die Lésung mit dem unbekannten Kupfe 
gehalt nach dem Pyrophosphatzusatz aufgearbeitet. 

Die Reinheit der Reagenzien wird in Leerbestimmungen gepriift. 

In einer groBen Anzahl von Kupferbestimmungen im Blute haben wit 
nach dieser Methode nie eine st6rende Wirkung des Eisens beobachtet. 

Von einer zu 10 cem Blut zugesetzten Menge von 0,010 mg Cu fanden 
wir 0,0098 bis 0,0104 mg Cu zuriick. 

Auch fiir die Kupferbestimmungen in Leber, Milz und anderen Organen 
eignet sich diese Methode. Es werden 0,5 bis 2g der Trockensubstanz in 
derselben Weise wie das Blut aufgeschlossen. Von der salzsauren Aschen- 
lésung wird ein Teil, entsprechend 0,005 bis 0,020 mg Cu, kolorimetriert. 
Die Resultate waren auch hier recht befriedigend. Von einer zu 500 mg 
Leber (trocken) hinzugefiigten Menge von 0,050 mg Cu wurde 0,0478 und 
0,0475 mg, und von einer Menge von 0,200 mg Cu, zu 2g Leber zugesetzt, 
0,193 und 0,192 mg Cu zuriickgefunden. 

Gleichzeitig verglichen wir bei der Kupferbestimmung in Leber 
die Pyrophosphat-Carbamatmethode mit der Biazzo-Methode. Es 
wurde eine vollstandige CUbereinstimmung erhalten. 

Auch fiir Haar, Gras und Heu haben wir diese Methode angewendet. 
Nach Zusatz des Pyrophosphats entsteht zwar eine Triibung von 
Calciumpyrophosphat, aber das Kupfer konnte doch quantitativ zuriick- 
gefunden werden, weil das Phosphat nicht in den Amylalkohol tiber- 
geht und das Kupfer vom Phosphat nicht adsorbiert wird. Ob dies auch 
bei der Bildung von gréBeren Mengen Calciumpyrophosphat der Fall ist, 
wurde nicht naher untersucht. Vielleicht kann, nach Karsten (5), bei 
‘alciumreichem Material (z. B. Milch) durch Zusatz von Na-Meta- 
phosphat vor dem Zusatz des Pyrophosphats das Calcium als Komplex 
gebunden werden, so daB keine Triibungen oder Niederschlage auf- 
treten kénnen. 
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Untersuchungen iiber die Wuchsstoffwirkung yon £-Alanin, 
f-Alanyl-Glycin, Asparaginsiure, Glycyl-Asparaginsaiure und 
verwandte Stoffe auf Hefe. 

Von 
Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 

(Aus dem Carlsberg-Laboratorium in Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 7. Marz 1938.) 


Vor kurzem haben wir (Nielsen und Hartelius, 1938) die Wuchsstoff- 
wirkung des #-Alanins auf Hefe (Saccharomyces cerevisiae) untersucht. 
Wir fanden, daB f-Alanin in hohem Grade wirksam war noch in 
Konzentrationen von 1: 200.10® konnte eine Wirkung beobachtet 
werden —, da es aber nur wirksam war, wenn der Nahrlésung auBer- 
dem noch Asparagin oder Asparaginsiure zugesetzt waren. Fehlten 
diese beiden Aminosiuren, so hatte f-Alanin tiberhaupt keine Wuchs- 
stoffwirkung. Ferner fanden wir, daB #-Alanin sehr giftig auf Hefe 
wirkte, wenn sowohl Asparagin als auch Asparaginsaure fehlten. War da- 
gegen Asparagin oder Asparaginsaure zugesetzt worden, so war f-Alanin 
nur sehr wenig giftig und nur in sehr groBen Konzentrationen. Wir 
haben nun in einigen Versuchen, die im folgenden besprochen werden 


sollen, dieses Zusammenwirken zwischen f-Alanin und Asparagin 
(Asparaginsdure) naher untersucht. 


Ferner haben wir Versuche angestellt, ob es méglich ist, das 
f-Alanin und die Asparaginsiure durch andere nahestehende Ver- 
bindungen zu ersetzen. Endlich haben wir f-Alanin und Asparaginsaure 
durch Hydrolyse unwirksamer Dipeptide hergestellt, um dadurch zu 
untersuchen, ob die Wirkung des f-Alanins und der Asparaginséure 
auf die Stoffe selbst zuriickzufiihren ist oder auf einen Gehalt an wirk- 
samen Verunreinigungen. 


1. Die Giftwirkung des 6-Alanins. 


Die von uns angewandte Methode ist in der oben erwahnten Arbeit 
ausfiihrlich beschrieben worden. Die Nahrlésung enthielt pro Liter: 
0,7 g MgSO,, 10g KH,PO,, 0,4¢ CaCl,, 0,5g NaCl, 0,6 g (NH4).SO,, 
100 g Rohrzucker, '/, ccm 1%ige FeCl,. Bei den Versuchen wurden 
auBerdem 10 ccm ausgeschiittelte Bierwiirze (d. h. Bierwiirze, die mit 
Hefe ausgeschiittelt war) und 0,1 mg Vitamin B, pro Liter Nahrlésung 
zugesetzt. Die Nahrlésung wurde in zwei Portionen geteilt. Der einen 
wurden pro Liter 100 mg Asparagin und 100 mg Glutaminséure zu- 
gesetzt, wahrend die andere Portion keinen Zusatz erhielt. Die Nahr- 
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lésung wurde mit 34mg Hefe (Trockensubstanz) pro Liter geimpft 
und danach in Erlenmeyer-Kolben von 100.ccem tiberpipettiert — 50 ccm 
in jeden Kolben. Diesen Kolben waren verschiedene Mengen f-Alanin 
zugesetzt. Nach 24stiindigem Stehen bei 20° wurde der Gehalt an 
Hefetrockensubstanz in den Kolben bestimmt. Die in den Tabellen 
angegebenen Werte sind die Mittelzahlen von zwei oder drei Kolben 


Tabelle I. Nahrlésung mit Bierwiirze und Vitamin B,. 





Hefetrockensubstanz pro 50 ccm Hefetrockensubstanz pro 50 ccm 
Zugesetzte nach 24 Std. in mg Zugesetzte nach 24 Std. in mg 
Menge Menge - 
3-Alanin Nahrlésung mit Nahrlésung ohne B-Alanin Nihrlésung mit | Nihrlésung ohne 
pro 50cem | Asparaginund  Asparagin und pro 50ccm | Asparagin und Asparagin und 
Glutaminsiure Glutaminsdure Glutaminsiure Gluta minsiure 








6,2 20,9 12,6 
6,4 21,4 12,7 
7,7 19,6 12.5 
8,9 17,2 

10,9 14,4 

11,0 13,4 

11,6 12,6 

12,4 12,9 

12,9 12,9 

12,8 


. 


20 mg 
10 , 


toto 
SS 


gtr 


a 


* 


tore by to Sto a 
cosofooorNa 
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der Versuchsreihe, bei welcher Asparagin zugesetzt war, hat 
f-Alanin stark férdernd auf das Wachstum gewirkt. Bei Zusatz von 
0,2 y pro 50 ccm kann eine wachstumsférdernde Wirkung gerade noch 
wahrgenommen werden, und bei Zusatz von 5y pro 50 ccm ist die 
maximale Wirkung erreicht; das Wachstum ist dann um 66%, ge- 
stiegen. Erst bei Zusatz groBer Mengen f-Alanin, 5 bis 20 mg pro 50 ccm, 
wurde eine Giftwirkung beobachtet, die aber gering war, etwa 10°, 
bei Zusatz von 20 mg. S 

In der anderen Versuchsreihe, .bei welcher kein Asparagin zugesetzt 
war, hat §-Alanin dagegen keine Wuchsstoffwirkung gehabt. Dafiir 
ist die Giftwirkung deutlich und tritt bereits bei einem Zusatz von 
200 y pro 50 cem auf. Bei Zusatz von 20 mg pro 50 cem ist das Wachstum 
auf die Halfte vermindert. Der Zusatz von f-Alanin hat aber nicht 
das Wachstum der Hefe gehindert; es wurde pro 50 cem mit 1,7 mg 
Hefe (Trockensubstanz) geimpft, und es finden sich in den Kolben, 
denen 20mg f-Alanin zugesetzt war, 6,2 mg Hefetrockensubstanz ; 
es hat also auch mit diesem Zusatz eine bedeutende Vermehrung der 
Hefe stattgefunden. 

Der Versuch zeigt, daB f-Alanin nicht als Wuchsstoff wirkt, wenn 
kein Asparagin (oder Asparaginsiure) zugesetzt wird. Mit den friiher 
angestellten Versuchen konnte nicht entschieden werden, ob auch ohne 
Zusatz von Asparagin eine Wuchsstoffwirkung vorhanden war, die von 
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der Giftwirkung verdeckt wurde. Da8® dies nicht der Fall ist, geht 
aus diesen Versuchen hervor. Wenn der Zusatz von §-Alanin geringer 
wird als 200 y pro 50 cem, so sieht man keine Giftwirkung mehr; das 
Wachstum der Hefe zeigt dann ganz dasselbe Verhalten wie in den 
Kontrollversuchen ohne $-Alanin. In der anderen Versuchsreihe, bei 
welcher Asparagin zugesetzt war, zeigte das f-Alanin indessen noch 
maximale Wuchsstoffwirkung bei einem Zusatz von 5y pro 50 cem. 
Sollte 8-Alanin also ohne Zusatz von Asparagin irgendeine Wuchsstoff- 
wirkung haben, so muSte man eine Wachstumszunahme bei einem 
Zusatz erwarten, der zwischen 5 und 100 y lag. 

In zwei neuen Versuchsreihen wurden weder Bierwiirze noch 
Vitamin B, zur Nahrloésung zugesetzt. In einer solchen Nahrlésung 
zeigt die Hefe kein oder ein nur schwaches Wachstum. Deswegen 
wurde reichlicher beimpft, namlich mit 196 mg Hefe (Trockensubstanz) 
pro Liter Nahrlésung. Die Nahrlésung wurde — ebenso wie in dem 
vorhergehenden Versuch — in zwei Portionen geteilt, mit und ohne 
Asparagin und Glutaminsaure. 





Tabelle II. Nahrlésung ohne Bierwiirze und Vitamin B,. 


| | 
| Hefetrockensubstanz pro 50 ccm Hefetrockensubstanz pro 50ccm 
Zugesetzte nach 24 Std. in mg Zugesetzte nach 24 Std. in mg 
Menge Menge I 
s-Alanin | Nahrlésung mit) Nahrlisungohne}| -Alanin || Nahrlésung mit | Nahrlésung ohne 
pro 50ccm || Asparagin und = Asparagin und pro 50ccem || Asparaginund | Asparagin und 
|| Glutaminsiiure Glutaminsiure i Glutaminsiiure | Glutaminsiure 








20 mg 17,0 10,9 10 16,7 10.6 
B45 17,4 10,8 5 16,5 10,3 

17,5 10,8 an 15,8 10,6 

17,2 10,7 sae. 15,3 10,2 

17,6 10,8 0,5 7 15,2 10,5 
500 » 17,0 10,5 0,2 y 15,2 10,9 
200 17,2 10,7 0,1 7 14,9 10,5 
100 y 17,3 10,8 0,05 y 14,9 10,5 
50 y 17,4 10,5 as 14,8 10,9 
20 16,7 10,3 





In der Versuchsreihe, bei welcher kein Asparagin zugesetzt war. 
ist die Hefe fast gar nicht gewachsen, und f-Alanin hat keine Wuchs- 
stoffwirkung gezeigt; auf Grund des ausgebliebenen Wachstums kann 
nicht entschieden werden, ob f-Alanin eine Giftwirkung gehabt hat. In 
der Versuchsreihe, bei welcher Asparagin zugesetzt war, hat dagegen 
ein ziemlich kraftiges Wachstum der Hefe stattgefunden. #-Alanin 
hat wachstumsférdernd gewirkt, aber die wirksamen Konzentrationen 
liegen héher als im vorhergehenden Versuch mit Zusatz von Bierwiirze. 
2y pro 50 ccm geben eine deutliche Wirkung, und 50 y pro 50 ccm 
geben eine maximale Wirkung. Eine Giftwirkung kann nicht beob- 
achtet werden. Ubrigens ist die Wirkung des f-Alanins ziemlich schwach. 


24 * 
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Das Wachstum wird maximal nur um 17° gesteigert. Eine Wieder 
holung des Versuchs mit kleineren Impfmengen gab ein dhnliches 
Resultat. 

Die hier mitgeteilten Versuche zeigen, daB f-Alanin nur dann 
Wuchsstoffwirkung zeigt, wern auBerdem der Nahrlésung Asparagin 
(oder Asparaginsdure) zugesetzt ist. Ohne Zusatz von Asparagin wirkt 
f-Alanin selbst in recht schwachen Konzentrationen giftig. Aber die 
fehlende Wuchsstoffwirkung ist nicht auf diese Giftwirkung zuriick- 
zufiihren. Die Wirkung des Asparagins kann dadurch hervorgerufen 
sein, daB Asparagin eine besonders gute Stickstoffquelle fiir die Hefe 
ist; doch deuten andere Versuche darauf hin, daB so die Wirkung nicht 
ganz erklart werden kann. Wahrscheinlich ist die Wirkung des Aspa- 
ragins mehr spezifischer Art. 

Die Tatsache, daB Asparagin die Hefe auch ohne Zusatz von Bier- 
wiirze wachsen laBt, kann vielleicht damit erklart werden, daB das 
Asparagin etwas Bios als Verunreinigung enthalten hat. Da 5 mg 
Asparagin pro 50 ccm zugesetzt sind, ist dies sehr gut méglich. Ver- 
suche mit gereinigtem Asparagin als auch Versuche mit Glycyl-Aspa- 
raginsdure (siehe spiter) lassen jedoch vermuten, daB dies nicht der 
Fall ist. 

2. Versuche iiber einen Ersatz des 8-Alanins durch andere Verbindungen. 


In unserer friiheren Arbeit erwahnten wir, daB f-Alanyl-Glycin 
das f-Alanin als Wuchsstoff nicht ersetzen konnte, aber wir besprachen 
die hieriiber angestellten Versuche nicht naher. Im folgenden sollen 
die angestellten Versuche naher beschrieben werden, auBerdem sollen 
einige Versuche mit anderen Verbindungen, von denen man annehmen 
kénnte, daB sie entweder das #-Alanin oder das Asparagin ersetzen 
kénnten, mitgeteilt werden. 

Die Versuche tiber die Wirkung des f-Alanyl-Glycins wurden so 
durchgefiihrt, daB die Nahrlésung mit 10 ccm ausgeschiittelter Bier- 
wiirze und 0,1 mg Vitamin B, pro Liter wieder in zwei Portionen geteilt 
wurde; der einen wurden 100 mg Asparagin und 100 mg Glutaminsaure 
zugesetzt, wahrend die andere Portion keinen Zusatz bekam. Diese 
beiden Lésungen wurden darauf in Kolben pipettiert, in die verschiedene 
Mengen f-Alanyl-Glycin! gegeben waren. 

Die Versuche in Tabelle III zeigen, daB f-Alanyl-Glycin keine 
Wirkung auf das Wachstum der Hefe hat, da weder eine Giftwirkung 
noch eine Wuchsstoffwirkung beobachtet wurden. f-Alanin kann also 


1 #-Alanyl-Glyein und Glycyl-Asparaginséure wurden von Dr. K. Lin- 
derstrém-Lang hergestellt, dem wir auch an dieser Stelle fiir Uherlassung 
dieser Stoffe unseren besten Dank aussprechen. 
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Tabelle Ill. Wirkung des /-Alanyl-Glycins. 








Hefetrockensubstanz pro 50 ccm 
nach 24 Std. in mg 


Hefetrockensubstanz pro 50 ccm Zugesetzte 
948 i si : x 
nach 24 Std. in mg Menge 
p-Alanyl- 
Glycin 
pro 50ccem 


Zugesetzte 
Menge j|\_ 


a” oe ts ct 
3-Alany! || Nahrlésung mit Nihrlésung ohne 
Glycin 


wo 60-ccm | Asparagin und Asparagin und 
cles || Glutaminsiiure Glutaminsiure 


Nahrldsung mit Nihrlésung ohne 
Asparagin und Asparagin und 
Glutaminsiiure Glutaminsaure 


5 mg 5, 92 200 y 15,3 14,2 
“ee Bs 100 » 9 14,6 
hp 50 » 14,7 
500 y a y Oy 5,4 14,6 


4 





nicht durch das entsprechende Dipeptid ersetzt werden. In diesem 
Zusammenhang sei erwahnt, daB f-Alanyl-Glycin von der Hefe nicht 
als Stickstoffquelle benutzt werden kann. 

Ein entsprechender Versuch wurde mit #-Oxypropionséure an- 
gestellt (Hydracrylsaure). Hier wurde jedoch nur die Wirkung auf eine 
Nahrlésung untersucht, die Asparagin und Glutaminsaure enthielt. 


Tabelle IV. Wirkung der /-Oxypropionsaure. 





Zugesetzte Menge | Hefetrockensubstanz Zugesetzte Menge | Hefetrockensubstanz 


3-Oxypropionsiure | pro 50 cem p-Oxypropionsiure pro 50 cem 
pro 50 ccm | nach 24 Std. in mg pro 50 cem | mach 24 Std. in mg 


° 


20 mg 
10, 


500 y 
200 y 
100 y 
50 y 
Oy 
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f-Oxypropionsaure hat ebenfalls keinen EinfluB auf das Wachstum 
der Hefe gehabt. Auch Propionsiure konnte f-Alanin nicht ersetzen. 

Die Wirkung des f-Alanins scheint also streng an die Aminosaure 
selbst gebunden zu sein. 

AuBer mit §-Alanyl-Glycin wurden auch Versuche mit einem anderen 
Dipeptid, naimlich mit Glycyl-Asparaginsaiure angestellt. Bei unserer 
friiheren Untersuchung fanden wir, daB die Asparaginséure Asparagin 
teilweise ersetzen konnte, so das f-Alanin als Wuchsstoff wirkte, wenn 
der Nahrlésung Asparaginséure zugesetzt worden war. Die Wirkung 
war aber etwas schwacher als bei Zusatz derselben Menge Asparagin: 
Asparaginsaure kann also Asparagin nicht vollstandig ersetzen. Wir unter- 
suchten nun, ob auch Glycyl-Asparagin das Asparagin ersetzen kann. Bei 
den Versuchen wurden der Nahrlésung, die 10 ccm ausgeschiittelte Bier- 
wiirze und 0,1 mg Vitamin B, sowie 1 mg f-Alanin pro Liter enthielt, 
wechselnde Mengen Asparaginsiure oder Glycyl-Asparaginséure zu- 
gesetzt. 

Glycyl-Asparaginsaure kann in keiner Weise die Asparaginsdure 
ersetzen. Selbst bei Zusatz von 20mg Glycyl-Asparaginsiéure pro 
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Tabelle V. Wirkung der Glycyl-Asparaginsaure. 





Hefetrocken- Hefetrocken- 
substanz pro . Bhan substanz pro 
50 ccm nach Zugesetzt pro 50 ccm 50 ccm nach 


24 Std. in mg 24 Std. in mg 


Zugesetzt pro 50 ccm 


| 18,0 10,6 
, 14,8 Glycyl- 11,0 
Aaparagin- 12,7 5 Asparagin- 11,1 
11,0 | siure 10,3 
10,8 10,3 
», (Kontrolle) .... 10,8 


20 mg 
10° 


) 


oon | saure 
1 





50 ccm konnte eine Wachstumszunahme nicht festgestellt werden, 
wahrend dieselbe Menge Asparaginsiure eine Wachstumszunahme um 
67°, ergab. Ebenso wie bei f-Alanin ist also auch hier die Wirkung 
an die freie Aminosaure selbst gebunden. 


Es kann erwahnt werden, daB noch nicht veréffentlichte Versuche 
zeigen, daB Glycyl-Asparaginsaure eine ausgezeichnete Stickstoffquelle 
fiir die Hefe ist, vielleicht eine ebenso gute wie Asparagin oder Asparagin- 
siure. Dies scheint darauf hinzudeuten, daB die Wirkung des Aspara- 
gins und der Asparaginsdéure auf das Wachstum der Hefe bei Anwesen- 
heit von £-Alanin nicht allein auf ihre Bedeutung als Stickstoffquelle 
fiir die Hefe zuriickgefiihrt werden kann, sondern daB sie auBerdem 
noch eine andere Wirkung haben, 


3. Versuche mit 8-Alanin und Asparaginsiure, die durch Hydrolyse von 
f-Alanyl-Glyein und Glycyl-Asparaginsiure hergestellt waren. 


Bei den beschriebenen Versuchen iiber die Wuchstoffwirkung der 
Aminosauren ist die Méglichkeit einer Fehlerquelle, daB die Wirkung 
nicht auf den Aminosauren selbst beruht, sondern auf Verunreinigungen 
in ihnen. Fir f-Alanin ist diese Gefahr kaum recht groB, da es in so 
geringen Konzentrationen wirksam ist. Vom Asparagin oder von der 
Asparaginséure miissen dagegen so groBe Mengen zur Nahrlésung 
zugesetzt werden, daB eine kraftig wirkende Verunreinigung sehr gut 
als Ursache der Wirkung gedacht werden kann. Wir haben uns mit 
der Reinigung von Aminosauren beschaftigt ; selbst wenn die gereinigten 
Praparate dieselbe Wirkung hatten wie die ungereinigten, so schliebt 
dies doch nicht die Méglichkeit einer aktiven Verunreinigung aus. 


Es war dagegen méglich, diese Frage mit Sicherheit dadurch zu 
entscheiden, daB8 wir die Aminoséuren durch Hydrolyse der unwirk- 
samen Dipeptide herstellten. Da die Dipeptide selbst unwirksam sind. 
so enthalten sie keine wirksamen Verunreinigungen, und wenn die 
durch Hydrolyse daraus hergestellten Aminosaéuren wirksam sind, so 
muB diese Wirkung also auf die Aminosauren selbst zuriickgefiihrt 
werden. 
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Die Hydrolyse (Linderstrém-Lang, 1929) wurde auf folgende Weise 
vorgenommen: 100 mg f-Alanyl-Glycin oder 100 mg Glycyl-Asparagin- 
siure wurden mit 2 cem 20% iger Salzsiure 12 Stunden lang gekocht. 
Der KochprozeB wurde in einem kleinen Reagensglas vorgenommen, 
das mit einem RiickfluBkiihler versehen war und in einem Glycerinbad 
stand. Nach der Hydrolyse wurde der gréBte Teil der Salzsaure ab- 
gedampft, und die Lésungen wurden dann mit Natriumhydroxyd auf 
ein px von 4,5 eingestellt. 

Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. In der einen enthielt 
die Nahrlésung pro Liter: 10 ccm ausgeschiittelte Bierwiirze, 0,1 mg 
Vitamin B,, 100 mg Asparaginséure und 100 mg Glutaminséure. Den 
Ansatzen wurde teils f-Alanin, teils unbehandeltes #-Alanyl-Glycin, 
teils hydrolysiertes f-Alanyl-Glycin zugesetzt. Jeder Stoff wurde in 
drei Konzentrationen untersucht; da bei der Hydrolyse von 100 mg 
B-Alanyl-Glycin 61 mg f-Alanin entstehen, so wurde sowohl unbehan- 
deltes als auch hydrolysiertes f-Alanyl-Glycin in doppelt so groBer 
Menge wie f-Alanin zugesetzt. 

In der anderen Versuchsreihe enthielt die Nahrlésung pro Liter: 
10 ccm ausgeschiittelte Bierwiirze, 0,1 mg Vitamin B,, 1 mg f-Alanin. 
Hier wurden Versuche mit Asparaginséiure, unbehandelter Glycyl- 
Asparaginsaure und hydrolysierter Glycyl-Asparaginsaéure auf dieselbe 
Weise ausgefiihrt. Da aus 100 mg Glycyl-Asparaginsaure durch Hydro- 
lyse 60 mg Asparaginsaure gebildet werden, so war der Zusatz an un- 
behandelter und hydrolysierter Glycyl-Asparaginséure 50°, gréBer 
als der Zusatz an Asparaginsaure. 

Die Versuche zeigen, daB die durch Hydrolyse der unwirksamen 
Dipeptide hergestellten Aminosduren eine kraftige Wirkung auf das 
Wachstum der Hefe haben. Diese Wirkung muB also auf die Amino- 
sduren selbst und nicht auf Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden. 


Tabelle VI. 





Hefetrocken- Hefetrocken- 
substanz pro 5 : - substanz pro 
50 cem nach Zugesetzt pro 50 ccm 50 ccm nach 


24 Std. in mg 24 Std. in mg 


Zugesetzt pro 50 ccm 


1. Naéhrlésung mit Bierwiirze, Vita- 
min B,, Asparaginséure und 


Glutaminsaure. 
, : 8,4 15 mg Glycyl- 9,9 
—_ 9,0 7,5 .., } Asparagin- 9.3 
sa capo 8,5 3 siure 9,6 


< 


2. Nahrlésung mit Bierwiirze, Vita- 
min B, und #-Alanin. 


hydrolysiertes 14,7 15 mg| hydrol. Glycyl- 16,6 


8-Alanyl- 14,6 tos Asparagin- 14,2 
Glycin 13,3 3.)  saure 11,1 
15,3 10 mg | aie , 16,2 

8-Alanin 15,8 les. ese 13,4 
15.4 eo 11,3 
0 .,, (Kontrolle) .... 9,6 
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Zusammenfassung. 

Die beschriebenen Versuche haben gezeigt, daB 8-Alanin auf Hefe 
sehr giftig wirkt, sofern zur Nahrlésung nicht Asparagin (oder Asparagin- 
siure) zugesetzt ist. Dagegen ist bei Anwesenheit von Asparagin die 
Giftwirkung nur sehr gering. f-Alanin wirkt nur dann als Wuchsstoff 
auf die Hefe, wenn zur Nahrlésung auBerdem Asparagin oder Asparagin- 
siure zugesetzt sind. Die ausbleibende Wirkung des f-Alanins in Nahr- 
lésungen, zu denen kein Asparagin (Asparaginsaure) zugesetzt war, 
kann nicht dadurch erklart werden, daB die Giftwirkung des §-Alanins 
die Wuchsstoffwirkung verdeckt hat, sondern mu darin liegen, dab 
B-Alanin als Wuchsstoff unwirksam ist, sofern Asparagin oder Asparagin- 
siure fehlen. 

f-Alanin kann nicht durch #-Alanyl-Glycin oder durch f-Oxy- 
propionsdure ersetzt werden. Die Wuchsstoffwirkung ist also an die 
Aminosauren selbst gebunden. 

f-Alanin und Asparaginsiure wurden durch Hydrolyse von f-Alany!- 
Glyein bzw. Glycyl-Asparaginsdure hergestellt. Die auf diese Weise 
hergestellten Aminosauren zeigten Wuchsstoffwirkung. 

Da sowohl f-Alanyl-Glycin als auch Glycyl-Asparaginsdure un- 
wirksam waren, so kann die Wirkung der beiden Aminoséuren in 
den friiheren Versuchen nicht durch Verunreinigungen hervorgerufen 
worden sein. 


Literatur. 


K. Linderstrém-Lang, C. r. Labor. Carlsberg 17, Nr. 9, 1929. —- N. Niel- 
sen u. V. Hartelius, diese Zeitschr. 295, 211, 1938. 
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Zur Frage der Verdaulichkeit der Melezitose durch die Biene. 
Von 
G. Gorbach und R. Sehneiter. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Technischen Hochschule in Graz.) 
(Eingegangen am 11. Marz 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seitdem Berthelot im Jahre 1856 die Melezitose aus Larchenmanna 
erstmalig isoliert und chemisch charakterisiert hatte, wurde dieses 
Trisaccharid mehrfach im Honigtau verschiedener Pflanzengattungen 
und im Honigtauhonig aufgefunden'. In den ésterreichischen Alpen- 
gebieten mit geschlossenen Larchenwaldbestinden wird melezitose- 
haltiger Honig, der sich durch ein auBerordentlich starkes Kandierungs- 
vermégen auszeichnet und zumeist kurz nach dem Eintragen in der 
Wabe fest wird, haufig gewonnen. Der Melezitosegehalt eines solchen 
Honigs kann, wie wir in einem Falle nachgewiesen haben, bis zu 38 °,, 
der Trockensubstanz betragen. Uber ein gehauftes Auftreten dieses 
Zuckers im Fichten- und Tannenhonig unserer Gegenden war bis vor 
kurzem kaum etwas bekannt. Wohl haben Nottbohm und Luzius* 
geringe Prozentsatze im Schwarzwalder Tannenhonig und im steirischen 
Latschenhonig festgestellt. Die Sachlage anderte sich, als im Sommer 
1936 in verschiedenen Gebieten QOsterreichs Waldhonig  geerntet 


wurde, der ein ausgesprochen larchenhonigaihnliches Verhalten auf- 


wies, obgleich als Trachtquelle meist nur der Honigtau der Fichte 
in Frage kam. Unsere Untersuchungen an steirischem Honig dieser 
Art! ergaben zum Teil recht betrachtliche Melezitosegehalte, in einem 
Falle, bei dem die Herkunft von der Fichte mit Sicherheit feststand, 
28%, der Trockensubstanz. Die Frage nach dem Verhalten der Bienen 
der Melezitose gegeniiber gewinnt dadurch erhéhte Bedeutung. Die 
diesbeziiglichen Angaben in der Literatur sind nicht einheitlich. Auf 
Grund von Fiitterungsversuchen wurde die Verwertbarkeit durch die 
Biene wiederholt festgestellt®. Demgegeniiber wei man aber aus der 
Imkerpraxis, das melezitosehaltiger Honig von den Bienen besonders 
als Winterfutter schlecht vertragen wird. Sie gehen unter ruhrahnlichen 
Erscheinungen zugrunde*. Die Ursachen fiir diese gegensatzlichen 


1 Literatur vgl. G. Gorbach, Alpenl. Bienenztg. 26, 298, 1937. ”. EB. 
Nottbohm u. E. Luzius, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 61, i95, 1931. 
3 E. F. Phillips, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 64, 383, 1932; A. ¢. 
Frisch, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 21, 48, 1934. 4 Vogl. F. E. Nottbohm u. 
F. Luzius, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 57, 549, 1929; 61, 314, 1931. 
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Befunde sind nicht geklart. Es scheint fiir die Verwertbarkeit der 
Melezitose nicht gleichgiiltig zu sein, in welcher Form sie geboten wird. 
Die positiv ausfallenden Fiitterungsversuche sind mit Melezitose- 
lésungen ausgefiihrt worden, wahrend die Melezitose im Honig vor- 
wiegend kristallisiert vorliegt. In diesem Zustand bleibt sie fast un- 
verwertet, wie die groBen Mengen an heruntergeschrotteten Zucker- 
kristallen im Bienenhaus und vor dem Flugloch bzw. in den Futter- 
naipfen bei Verfiitterung melezitosehaltigen Honigs, die nach unseren 
Untersuchungen zu ungefihr 80° aus Melezitosekristallen bestehen, 
beweisen. Das Eingehen der Bienen ist dann auf den Mangel einer 
brauchbaren Nahrung zuriickzufiihren!. 

Andererseits sagen die Fiitterungsversuche mit Melezitose nichts 
iiber den Grad der Verdaulichkeit aus. Die Belastung des Verdauungs- 
traktes der Biene mit unverdauter oder halbverdauter Melezitose 
miiBte sich im Winter bei mangelnder Flugtatigkeit ganz besonders 
stark auswirken. Nach diesen Gedankengingen ist die Klarung des 
Problems von der enzymchemischen Seite her zu erhoffen, die unseres 
Wissens noch nicht beriicksichtigt worden ist. Einen Beitrag hierzu 
stellen unsere Versuche dar, die wir mit Extrakten von melezitosefrei 
und melezitoseernéhrten Bienen angestellt haben. Wir untersuchten, 
ob solche Extrakte die Melezitose abzubauen vermégen, wie tief dieser 
Abbau erfolgt, ob die Fermentbildung durch Melezitosefiitterung 
gesteigert wird, und — durch Aufsuchen der optimalen Wirkungs- 
bedingungen — welcher Natur dieses Ferment ist. Wir verzichteten 
in den folgenden Untersuchungen auf die Isolierung des Verdauungs- 
traktes, da es uns zunachst darauf ankam, das Spaltungsvermogen fiir 
Melezitose iiberhaupt kennenzulernen. 


Zur Methodik. 


Die Extraktgewinnung. Die fiir die Versuche erforderlichen Bienen 
wurden einem Volk Ende Juni 1937 entnommen. Ein Teil fand sofort zur 
Extraktgewinnung Verwendung, wahrend die iibrigen Bienen in Gruppen von 
etwa 20 Stiick gleichzeitig zu den unten beschriebenen Melezitosefiitterungs- 
versuchen dienten. Der Vorgang der Extraktgewinnung war in allen Fallen 
der gleiche. Wir betéiubten die Bienen durch Einbringen einiger Tropfen 
Ather in die ZuchtgefaBe. Dabei geben sie den Inhalt des Honigmagens 
von sich. Die ganzen Bienen werden nun zerquetscht, in einem mit Schliff 
und Stopfen versehenen Standglas mit Wasser versetzt und mit Toluol 
iiberschichtet 1 Stunde im Thermostaten unter zeitweiligem Schiitteln 
autolysiert. Nach zehnstiindigem Stehen im wassergekiihlten Schrank 
von 10 bis 12° wurde filtriert und das Filtrat zu Versuchsansaétzen mit 
Melezitose als Substrat verwendet. Die Wassermenge wurde bei der Extrakt- 
herstellung so bemessen, daB auf eine Biene 1 eem Wasser kam, 1 cem des 
Extraktes also ungefahr die Fermentmenge einer Biene enthielt. 


' Literatur vgl. G.Gorbach, Alpenl. Bienenztg. 26, 298, 1937. 
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Die Fiitterungsversuche. Die einzelnen Gruppen wurden in etwa 25 cm 
breiten, mit Filtrierpapiereinlagen versehenen Schalen gehalten, die mit 
durchléchertem Seidenpapier verschlossen waren. Als Futterschalchen 
dienten flache Porzellantellerchen mit einem etwa 3mm hohen Rand. Zur 
Fiitterung verwendeten wir in Anlehnung an die Versuche von K. v. Frisch! 
eine molare Melezitoselésung, die taglich dreimal im Abstand von 3 Stunden 
frisch gegeben wurde, um ein Auskristallisieren der Melezitose zu ver- 
hindern. In Abstinden von 24 Stunden wurde je eine Gruppe zur Extrakt- 
gewinnung verwendet. Die Bienen nahmen die Melezitoselésung in den 
ersten Tagen sehr gerne auf, am dritten tranken sie nur zégernd, am vierten 
lehnten sie sie ab. Wegen der unnatiirlichen Zuchtverhaltnisse gab es schon 
am zweiten Tage tote Bienen. Ihr Prozentsatz betrug wahrend der Fiitte- 
rungsdauer von 4 Tagen etwa 30%. Zur Extraktgewinnung fanden jeweils 
nur die lebenden Bienen Verwendung. 


Versuchsansdtze. Diese bestanden bei allen Versuchen aus 1 ecm 
Extrakt, 2 cem !/, mol. Phosphat-Citratpuffer und 4 ccm 1 %iger Melezitose- 
lésung, im MeBkélbchen mit dest. Wasser auf 10ccem aufgefiillt. Der 
Melezitoseabbau wurde durch Titration mit 
Fehlingscher Lésung nach einem von uns 
ausgearbeiteten Mikroverfahren bestimmt ?. 
Zu den Versuchsansatzen wurden gleichzeitig 
Blindproben ohne Melezitose zur Bestim- 
mung der Eigenreduktion des Extraktes auf- 50, 

















gestellt und der ermittelte Wert in Abzug | 
gebracht. Die durch die Melezitosespaltung a, 
jeweils erhaltene Menge an reduzierenden = oo | 
Zuckern wurde mit dem empirisch er- $ 
mittelten Faktor von 0,95 auf Prozente %& 

. S 
Melezitosespaltung umgerechnet. = : 

Gr 
Versuchsergebnisse. 

Schon die Vorversuche mit Extrakten 2 \ 

melezitosefrei gehaltener Bienen zeigten # mm 
i Beriicksichti Wat 

be Beriick ichtigung der groBen Ver Abb.1. Aktivitute-pq-Kurve 
diinnung des Extraktes in unseren En- des Melezitoseabbaues. 


zymansatzen (1 ccm Extrakt entsprechend 

dem Fermentgehalt einer Biene in 10 ccm) ein bedeutendes Spaltungs- 
vermoégen fiir Melezitose. Die Abb. 1 veranschaulicht die Aktivitats- 
pu-Kurve des Melezitoseabbaues nach einer Reaktionszeit von 96 Stun- 
den. Das py-Optimum der Wirkung liegt bei 5,0, also im schwach 
sauren Teil des pu-Bereiches und fallt somit in das Gebiet der in der 
Honigblase und im Enddarm der Biene vorherrschenden Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. Das die Melezitose hydrolysierende Ferment 
ist stark py-abhangig, wie das rasche Absinken der Wirkung zu beiden 
Seiten des optimalen pu-Wertes zeigt: der Abfall gegen das stirker 


1 K. v. Frisch, Zeitschr. f. vgl. Physiol. 21, 48, 1934. —- ? Wird dem- 
nachst in anderem Zusammenhang veréffentlicht. 
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saure Gebiet ist jedoch merklich schwacher als gegen den Neutralpunkt 
zu. Nach 96 Stunden betrug der Abbau 96°, war demnach nahezu 
volistandig. Den Verlauf der Melezitosehydrolyse beim pu-Optimum 
gibt die in Abb. 2 dargestellte Zeitumsatzkurve wieder. Sie verlauft 
wahrend der ersten 6 Stunden des Abbaues geradlinig, dann tritt wohl 
unter dem EinfluB der Spaltprodukte eine starke Hemmung der Hydro- 

lyse ein. Ebenso besitzt das Ge- 

















100 f 
% setz der monomolekularen Reaktion 
ij l ry svi 
sf RETEET ae ese K log nur fiir die ersten 
t a 7 
2 ry: wr ° 
S Zeiten des Melezitoseangriffs an- 
S 60 * asians . ‘ a 
ES nahernde Giiltigkeit, wie die in Ta- 
5S belle I angefiihrten Werte zeigen. 
x YW es ilipuialiatei a 
% 
x Nach dem stetigen Verlauf der 
a Pele vy Kurve zu schlieBen, wird die Mele- 
| zitose durch ein und dasselbe Enzym 
in ihre Komponenten Glucose und 
@ 0 20 - 905i Fructose zerlegt. Fiir das Vorliegen 
Abb. 2. Zeitumsatzkurve des Melezitose- ‘ ‘ —" 
abbaues. einer Turanase, die das Zwischen- 
Tabelle I. 
’ Reaktionszeit Reaktionskonstante K Reaktionszelt Reaktionskonstante A” 
Std. Std. 
3 0,52 24 0,31 
6 0,55 48 0,22 
12 0,43 96 0,17 





produkt der Melezitose, das Disaccharid Turanhose weiter hydrolysiert, 
sind keine Anhaltspunkte vorhanden. 

Durch Fiitterung der Bienen mit reinsten Melezitoselésungen 
erhéht sich der Gehalt der Extrakte an melezitosespaltendem Ferment, 
wie die in der Tabelle II zusammengestellten Versuchsergebnisse zeigen. 
Dies geht besonders aus der gesteigerten Anfangsgeschwindigkeit der 
Melezitosehydrolyse hervor, die beispielsweise nach 24stiindiger Mele- 
zitosefiitterung bei einer Reaktionszeit von 1'/, Stunden und px 5,0 
33%, gegeniiber 13°, bei melezitosefrei gehaltenen Bienen betragt. 
Die Anfangsgeschwindigkeiten gehen bei langerer Fiitterung etwas 
zuriick, erreichen aber nach 96stiindiger Fiitterung ‘wieder die Werte 
nach 24 Stunden. Die vollstaéndige Aufspaltung der Melezitose ist mit 
den Extrakten der 24- und 48stiindigen Fiitterung bereits nach 
48 Stunden Abbauzeit gegeniiber 96 Stunden bei melezitosefrei er- 
nihrten Bienen erzielt. Nur leicht abgeschwacht verhalten sich in 
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dieser Beziehung die Extrakte der 72- und 96stiindigen Fiitterung. 
Das pu-Optimum bleibt unabhangig von der Melezitosefiitterungs- 
dauer und Reaktionszeit des Melezitoseabbaues konstant bei 5,0. Zu- 
sammenfassend kann gesagt werden, da8 die Meiezitosefiitterung auf 
die Fermentproduktion nur in den ersten 24 Stunden stark steigernd 
wirkt, wahrend eine Fiitterung dariiber hinaus eher eine leichte Ab- 
schwachung zur Folge hat. 


Die vorliegenden Versuche zeigen im Einklang mit den Ergebnissen 
von E. F. Phillips und K. v. Frisch!, daB die Biene imstande ist, die 
Melezitose in resorbierbare Kohlenhydrate zu zerlegen und es sind keine 
Anhaltspunkte vorhanden, die fiir die Schadlichkeit dieses Trisaccharides 
als Bienennahrung sprechen wiirden. Ein abschlieBendes Urteil wird 
aber erst nach Beendigung unserer im Gange befindlichen zusatzlichen 
Versuche méglich sein. Das wirksame Ferment ist wohl mit der Bienen- 
saccharase identisch, deren optimaler Wirkungsbereich allerdings nach 
den Angaben in der Literatur? etwas gegen den Neutralpunkt zu (py 5,5 
bis 6,3) verschoben erscheint. Dies diirfte aber, wie in vielen anderen 
Fallen, auf Verschiedenheiten in den Versuchsbedingungen zuriick- 
zufiihren sein. Unsere Versuche beantworten dann auch die Frage nach 
der Natur der Bienensaccharase. Sie stellt im Sinne R. Kuhns eine Gluco- 
saccharase bzw. nach den Vorstellungen R. Weidenhagens eine x-Gluco- 
sidase dar. Damit im Einklang steht auch die mangelnde Abbau- 
fahigkeit der Bienensaccharase fiir Raffinose*. Zum SchluB sei noch 


Tabelle II. Melezitosespaltung durch Extrakte melezitose- 
ernahrter Bienen. 
Versuchsansatz: 1 cem Extrakt, 40 mg Melezitose, 2 cem '/, mol. Phosphat- 
Citratpuffer, im Volumen von 10 cem. Reaktionstemperatur: 37°. 





Melezitose- | | . ‘ : 
fitterung || | 24 Std. 48 Std. ; 96 Std. 








—" 0), Abbau bei pq %o Abbau bei py  %/o Abbau bei Pq 9 Abbau bei py 





4,0 | 5,0 | 60] 40] 50 | 60] 40) 50 | 60 || 40 | 5.0 

2 (21,6 33,6/19,9 12,6 18,6 - || 22,5) 33,6 
(44,3) 59,1) 41,2) — 22,8 17,0 57,0 
56,3 | 73,0 | 53,1! 44,2 62,4 | 38,1 | & 34,8 
66,1 84,1 | 61,6 61,4 81,2 58,4) 7 91,0 
73,0 | 94,2 | 67,3 77,0 | 95,2 64,0 | 57,6 96,3 
78,0 100,3 | 71,5 79,9 100,0 72,0 > 63,7 3 99,0 
79,5 | 73,7 | 81,3 »9 || 73,7 | 64,9 


/ 


1 E. F. Phillips, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 64, 383, 1932; K. +. 
Frisch, Zeitschr. f. vgl. Physiol. 21, 48, 1934. — ? C. Oppenheimer, Fer- 
mente, Supplement 1, und zwar 8. 215 (Den Haag 1936). — * Derselbe, 
ebenda. 





372 G. Gorbach u. R. Schneiter: Zur Frage der Verdaulichkeit usw. 
erwahnt, da Bienenextrakte sehr gut zur Bestimmung von Melezitose 
neben Rohrzucker im Honig verwendet werden kénnen, woriiber andern- 


orts demnachst berichtet werden wird. 


Zusammenfassung. 


1. Bienenextrakte im Versuchsansatz mit Melezitose spalten dieses 
Trisaccharid vollstandig in seine Komponenten Glucose und Fructose 
auf. Die Biene ist demnach imstande, die Melezitose als Nahrung zu 


verwerten. 

2. Das wirksame Ferment in den Extrakten ist stark pu-abhangig. 
sein px-Optimum liegt bei 5,0 (Phosphat-Citratpuffer). Es ist offenbar 
mit der Bienensaccharase identisch, die demgemaB eine Glucose- 
saccharase bzw. «-Glucosidase darstellt. 

3. Die Zeitumsatzkurve der Melezitosespaltung zeigt nur zu Beginn 
der Fermentreaktion einen der monomolekularen Reaktion unterliegenden 
Verlauf. 

4. Durch Fiitterung von Bienen mit Melezitose wird die Ferment- 
produktion in den ersten 24 Stunden auf ungefaihr das Doppelte ge- 
steigert, wahrend eine Fiitterung dariiber hinaus eine leichte Ab- 
schwachung zur Folge hat. 





Uber das Colchicin als Hilfsmittel 
beim Studium hormonal bedingter Wachstumsvorginge '. 
Von 
Walter Fleischmann und Susanne Kann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 14. Mdrz 1938.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch das Colchicin werden die Zellteilungsvorginge im Stadium 
der Metaphase der Mitose zum Stillstand gebracht. Da die Anfangs- 
stadien der Mitose durch das Colchicin nicht beeinflu&8t werden, muBb 
dadurch eine Anhaufung von Zellen im Stadium der Metaphase in 
wachsenden Geweben bei colchicinvergifteten Tieren erfolgen. Tat- 
sichlich findet man bei Tieren, die etwa 9 Stunden vor ihrer Tétung 
mit Colchicin vergiftet wurden, eine viel gréBere Anzahl von Mitosen 
vor als sonst, und zwar in allen Geweben, in denen mitotische Zell- 
teilungen vor sich gehen. Da sich die Zellteilung beim Warmbliitler 
innerhalb kurzer Zeit — etwa einer Viertelstunde — abspielt, beim 
colchicinvergifteten Tier jedoch die Zellteilungen von Stunden in einem 
bestimmten Stadium fixiert werden, ist eine derartige Anhaufung von 
Mitosen verstandlich. Die Heranziehung des Colchicins zum Studium 
von Wachstumsvorgangen ist in Parallele zu setzen mit den in der 
Biochemie angewendeten Abfangverfahren. So wie bei diesen der in 
einem Gewebsbrei immer neu entstehende Acetaldehyd durch Bisulfit 
gebunden und so daran verhindert wird, weiter abgebaut zu werden, 
so wird bei der Colchicinmethode die Zellteilung im Stadium der Meta- 
phase festgelegt und daran gehindert, beendet zu werden. Wir ver- 
danken dem belgischen Pathologen Dustin (1) die Entdeckung dieser 
interessanten Wirkung. Er und seine Schule [Zits (2)] haben diese 
Methode hauptsachlich zum Studium normaler und _ pathologischer 
Wachstumsvorginge benutzt. Eine genaue Analyse der Colchicin- 
wirkung auf die Mitose, vor allem auf Grund von Versuchen an Gewebs- 
kulturen, hat Ludford (3) durchgefiihrt. 

Es erschien verlockend, diese Methode auch zum Studium der durch 
Hormonzufuhr ausgelésten Wachstumsvorginge heranzuziehen, und dies 
ist auch von Allen, Gardner und Smith (4) fiir die Wirkung des Follikel- 
hormons auf das Vaginalepithel der kastrierten Maus, von Leblond und 
Allen (5) fiir die Wirkung des mammastimulierenden Hormons auf die 
Kropfdriise der Tauben durchgefiihrt worden. 


1 Vorlaufige Mitteilung: Akadem. Anzeiger 1937, Nr. 21 und 24. 
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Wir haben das Colchicin zunachst zum Studium der Wirkung von 
drei Hormonen herangezogen: 1. Wirkung des Testosterons auf die 
Samenblase des kastrierten Mausemannchens, 2. Wirkung der Sexual- 
hormone und des Cortins auf die Legeréhre des Bitterlingsweibchens, 
3. Wirkung des thyreotropen Hormons des Hypophysenvorderlappens 
auf die Schilddriise des Meerschweinchens. 


1. Wirkung des Testosterons. 


Seit den grundlegenden Arbeiten von Steinach (6) ist die Samenblase 
des kastrierten Nagermannchens ein wichtiges Testobjekt zum Nachweis 
der Wirkung mannlicher Sexualhormone. Wenn auch von manchen 
Autoren die Gewichtszunahme der Samenblase des kastrierten Nager- 
mannchens unter dem EinfluB8 des Sexualhormons als Ma® fiir die 
Wirkung herangezogen wird, erscheint trotzdem der histologische Nach- 
weis von Epithelverainderungen die Methode der Wahl zu sein. Gewichts- 
zunahme der Samenblase kann namlich auch durch unspezifische Ein- 
fliisse hervorgerufen werden. Von den histologischen Methoden erscheint 
als die einfachste der Mitogenesetest von Loewe und Voss (7). Diese 
Autoren entnehmen die Samenblasen des kastrierten Mausemannchens 
48 Stunden nach der Verabreichung des zu untersuchenden Hormon- 
praparates, fixieren sie und suchen auf den Schnitten nach Mitosen. 
Auftreten von Mitosen wird als beweisend fiir das Vorhandensein von 
mannlichem Sexualhormon angesehen. Diese Methode hat sich nicht 
sehr eingebiirgert, weil das Finden von Mitosen gewissen Zufalligkeiten 
ausgesetzt ist. Die Zellteilungen gehen ja nicht regelmaBig vor sich, 
sondern in Schiiben, die von verschiedenen Faktoren, wie z. B. Nahrungs- 
aufnahme, abhangig sind. Da nur die in einem Augenblick gerade vor 
sich gehenden Zellteilungsvorginge im Schnitt festgehalten werden, 
ist es begreiflich, wenn bei dieser Methode Fehler unterlaufen. Wir 
haben versucht, durch Anwendung der Colchicinmethode hier eine Ver- 
besserung zu erzielen. Es wurde folgendermaBen verfahren: 


Kastrierten Maéusen wurde das zu untersuchende Praparat injiziert, 
39 Stunden nach dieser ersten Injektion erhielten die Mause je 0,1 mg 
Colchicin (Merck) subcutan in wiasseriger Lésung. 9 Stunden nach dieser 
Injektion, also 48 Stunden nach der ersten Injektion, wurden die Mause 
getétet, die Samenblasen in Bouinscher Lésung fixiert, eingebettet und die 
Schnitte sodann mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Es sei bemerkt, dal 
selbstverstandlich nur Maéusemannchen verwendet wurden, bei denen die 
Kastration mindestens 4 Wochen zuriicklag. Diese von Loewe und Voss 
gegebene Vorschrift ist unbedingt einzuhalten, da sonst durch spontane 
Mitosen Irrtiimer nicht auszuschlieBen sind. 


Das Testosteron wurde als Testosteronpropionat in der Form des 
Perandrens (Ciba) oder des Testovirons (Schering) verabreicht. Um die 
kleinsten Mengen genau injizieren zu kénnen, wurde das Perandren mit 
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Sesam6l zehnmal verdiinnt. In einem Versuch wurde in physiologischer 
NaCl-Lésung suspendiertes Testosteron verabreicht. 

Ein sehr auffalliger Befund war der, jaB bei der Verabreichung 
von nur 0,025 mg Testosteronpropionat zwar in der Samenblase keine 
Mitosen zu sehen waren, die Prostata jedoch reichlich Mitosen aufwies. 
Dies spricht fiir eine besonders grobe Ansprechbarkeit der Prostata fiir 
das Testosteron, was im Hinblick auf die in letzter Zeit viel diskutierte 
Behandlung der Prostatahypertrophie mit Testosteron [vgl. .Wosz- 
kowicz (8)| von Interesse ist. 

Die Prostata spricht nicht nur auf geringere Dosen leichter, sondern 
auch frither auf das Testosteron an, wie aus der Tabelle ersichtlich ist. 
Im 24 Stunden-Versuch sahen wir noch keine Wirkung auf die Samen- 
blase, wohl aber auf die Prostata. 


Tabelle. 





Dauer der 
Kinwirkung 


Menge des Zahl der Mitosen 


Hormonpriiparat Hormons . 
ees desHormons | "in mg Prostata. Samen- 
Testosteronpropionat +- Colchicin..... 24 0,5 48 0) 
Testosteron (in NaCl) + el. wees 24 1,0 105 0 
CTIOUION: 6.55.55 + RV aR Cae cet avers 0 1 0 
Unbehandelt, nur Colchicin ......... 0 0 0 
Testosteronpropionat (ohne Colchicin) 24 0,5 0 I 
Testosteronpropionat + Colchicin .... 48 0,025 82 0 
Pe? m Rare 48 0,05 85 
ee \- Bs ieee: 48 0,1 7 
6 ! x re ee 48 0,25 221 
e " se, 48 0,5 234 
Androsteronbenzoat + Ps ree 48 1,0 12 
Oestradiolbenzoat i Pv 48 1,0 34 


Zahlung von je fiinf Gesichtsfeldern bei 750facher VergréBerung. 


Auch die spezifische Wirkung des Testosterons geht aus dieser 
Tabelle deutlich hervor. Androsteronbenzoat gibt ebenso wie Oestradiol- 
benzoat einen viel schwacheren Effekt. Die bei der Herausnahme der 
Samenblase hormonbehandelter Tiere zu beobachtende Hyperamie ist 
dagegen beim Oestradiolbenzoat viel starker als bei der Verwendung 
mannlicher Sexualhormone. 


Die Anhaufung von Mitosen bei den mit Testosteron plus Colchicin 
behandelten Tieren scheint uns eine wesentliche Verbesserung des Mito- 
genesetests nach Loewe und Voss zu sein (Abb. 1). Es wird daher vor- 
geschlagen, zum Nachweis des Testosterons genau nach der Vorschrift 
von Loewe und Voss zu verfahren (48 Stunden-Versuch), mit der einen 
Anderung, daB 9 Stunden vor Tétung des Tieres jeder Maus 0,1 mg 
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Colchicin in wasseriger Lésung injiziert wird. Dieses Verfahren war 
mit ,,Colchicinmodifikation des Mitogenesetests‘’ zu bezeichnen. 


Abb. 1. Samenblase des kastrierten Miuseminnchens; a) unbehandelt; b) mit Testosteronpropionat 
behandelt; ¢c) mit Testosteronpropionat und Colchicin behandelt, Vergr. 127 fach. 


2. Wirkung des Cortins. 
Die Wirkung oestrogener Stoffe auf die Legeréhre des Bitterlings 
ist seit unseren ersten Mitteilungen iiber diesen Effekt Gegenstand 


zahlreicher Untersuchungen geworden [Fleischmann und Kann (9)| 
Ohne an dieser Stelle auf das Schrifttum naher einzugehen, sei erwahnt 
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laf von allen Organextrakten nur Extrakte der Nebennierenrinde beim 
Zusatz zum Aquarienwasser Verlangerung der Legeréhre der darin 
befindlichen Bitterlinge hervorriefen [ Barnes, Kanter und Klawans (10)}. 
\uch kaufliche Nebennierenrindenpraparate hatten diese Wirkung. 
und es wurde die Frage aufgeworfen, ob das kiirzlich von Reichstein (11) 
aus der Nebennierenrinde isolierte Corticosteron der Trager dieser 
Wirkung ist [ Kleiner, Weisman und Mishkind (12)|. Wie diese Wirkung 
des Cortins zustande kommt, ist wohl noch ungeklart. Nach den neuesten 
Untersuchungen hollaindischer Autoren verandern die im Harn schwan- 
gerer Frauen oder geschlechtsreifer Manner enthaltenen, auf die Legerdhre 
wirkenden Stoffe diese nicht direkt, sondern erzeugen zunachst eine 
Luteinisierung von Eiern im Ovar der Bitterlinge. Diese luteinisierten 
Kier produzieren dann ein Hormon, welches auf die Legeréhre wirkt 
|Duyvené de Wit (13)]. Es ist denkbar, daB auch die Wirkung des 
Cortins auf die Legeréhre eine indirekte ist. Beziehungen zwischen 
Ovarium und Nebennierenrinde sind uns ja aus der Physiologie der 
Saugetiere seit den klassischen Arbeiten von Kolmer (14) bekannt. 
Wir erhielten eine sehr ausgesprochene Wirkung auf das Lege- 
réhrenwachstum nach Zusatz von Cortin (Organon) zum Aquarien- 
wasser. Zusatz von 2 ccm Cortin zu einem Liter Wasser hatte Wachstum 
der Legeréhren von 3 auf 10 mm innerhalb von 24 Stunden zur Folge. 
Prof. Reichstein in Ziirich hatte die Freundlichkeit, uns eine kleine 
Menge des von ihm isolierten Nebennierenrindenhormons Corticosteron 
zu iiberlassen, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle bestens danken. 
3mg Corticosteron wurden in 0,3 cem warmen Athylalkohols gelést 
und 2,7 cem physiologische Kochsalzlésung hinzugefiigt. 2 cem dieser 
Losung auf 1 Liter Wasser bewirkten Wachstum der Legeréhren der 
drei eingesetzten Bitterlinge von 3,3 und 4mm auf 7,9 und 1] mm. 
Auch Injektion von alkoholischer Corticosteronlésung hatte rasches 
Wachstum der Legeréhre zur Folge. Die Anwendung des Colchicins 
auf das Studium der Wachstumsvorginge der Legeréhre erforderte 
eine andere Dosierung des Alkaloids als bei den Saugetieren. Wir 
wissen aus den Arbeiten von Hausmann (15) an winterschlafenden 
Fledermausen sowie von Fiihner (16) an Fréschen, daf die Wirkung 
des Colchicins in hohem Mae von der Kérpertemperatur abhangt. 
Winterschlafende Fledermause sowie bei niederen Temperaturen ge- 
haltene Frésche waren gegen Dosen Colchicin unempfindlich, die fiir 
wache Fledermause bzw. fiir Frésche bei Temperaturen von rund 30° 
unbedingt tédlich waren. Wir hielten die Fische bei Temperaturen von 
etwa 15°. Hoéhere Temperaturen werden von den Bitterlingen schlecht 
vertragen. Es wurde Cortin dem Wasser zugesetzt oder Corticosteron 
injiziert; 24 Stunden nach Beginn der Hormonwirkung wurden den 
Fischen je 0,25 mg Colchicin injiziert. Bei einem Gewicht der Fische 
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von rund 3 g ergibt das eine Dosis von iiber 8 mg je 100 g Kérpergewicht 
Nach 24 Stunden wurden die Fische getétet, die Legerdéhren in Bowin 
scher Loésung fixiert, in Paraffin eingebettet und die Schnitte mi 
Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Auch hier lassen sich massenhaft Mitose: 
feststellen. Die Anwendung des Colchicins auf den Legeréhrentes' 
wird hauptsachlich der naheren Analyse der Wachstumsvorgang: 
dienen; zur Hormonauswertung wird hier die Colchicintechnik kaum 
herangezogen werden, denn das Wesentliche am Legeréhrentest ist ja 
die unmittelbare, makroskopische Beobachtung des Phanomens. Die 





Abb. 2. Legeréhre des Bitterlingweibchens; mit Cortin und Colchicin behandelt. Vergr. 167 fach 


LegerOhre besteht bekanntlich aus einer Epidermis, einer sehr gefal}- 
reichen Cutis und einer inneren Epithelschicht. Die Mitosen finden sich 
zum gréBten Teil in der Epidermis, und zwar am dichtesten nahe der 
Spitze der Legeréhre (Abb. 2). Auch in der inneren Epithelauskleidung 
kann man mit Hilfe der Colchicintechnik zahlreiche Mitosen feststellen 
Wir glauben, dai es mittels dieser Methode gelingen kann, einzelne 
Wachstumszonen an der Legeréhre aufzufinden. 


3. Wirkung des thyreotropen Hormons', 

Die Wirkung des thyreotropen Hormons des Hypophysenvorder- 
lappens auf die histologische Struktur der Schilddriise des infantilen 
Meerschweinchens ist seit den ersten Arbeiten von Loeb (17) und Aron (1S 


1 Im Referat eines Vortrages von Leblond und Allen (Ann. de Pliysiol. 
#, 1039, 1937) fanden wir nach AbschluB unserer Arbeit den Hinweis, dal} 


diese Autoren ebenso wie die Prolactinwirkung dies ist der Inhalt des 
Vortrages auch die Wirkung des thyreotropen Hormons mittels de 


Colehicinmethode untersucht haben; Einzelheiten werden nicht angegeben. 
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eingehend studiert und auch zur Auswertung von Praparaten heran- 
gezogen worden. Mit der Auswertung von Praparaten mitiels der 
histologischen Beurteilung der an der Schilddriise unter dem Einflusse 





Abb. 3. Schilddriise des infantilen Meerschweinchens; a) unbehandelt; b) mit thyreotropem 
Hormon behandelt; ¢) mit thyreotropem Hormon und Colchicin behandelt. Vergr. 180 fach 


des thyreotropen Hormons auftretenden Veranderungen haben sich 
vor allem Schoeller und Junkmann (19) sowie Heyl und Laqueur (20) 
beschaftigt. Aus den Arbeiten dieser Autoren geht klar hervor, dal} die 











380 W. Fleischmann u. S. Kann: 


Beurteilung histologischer Veranderungen einen besseren MaBstab fiir 
die Wirksamkeit von Praparaten bildet als die Gewichtszunahme des 
Organs. Mitosen in der Schilddriise als Ausdruck von Zellteilungs- 
vorgangen, die durch das thyreotrope Hormon ausgelést wurden, 
haben sowohl Loeb wie Aron beobachtet. 


Wir haben nun versucht, diese Mitosen mit Hilfe des Colchicins zu 


fixieren und derart eine Anreicherung von Mitosen im histologischen 
Schnitt zu erzielen. Dabei stieBen wir auf eine Schwierigkeit. Meer- 





Abb. 4. Gruppe von Mitosen aus 3c bei 760facher VergréBerung. 


schweinchen sind gegen Colchicin sehr empfindlich und wir konnten 
keine gréBeren Dosen verwenden als (0,15 bis 0,2 mg je Tier von rund 
300 g Kérpergewicht. Das ist auf das Kérpergewicht bezogen weit 
weniger als die bei den Mausen verwendete Dosis. Trotzdem gelang es, 
auch mit diesen Dosen eine Anreicherung von Mitosen zu erzielen. Wir 
hielten uns an die Vorschriften von Junkmann und Schoeller und inji- 
zierten am ersten und zweiten Versuchstag abends das thyreotrope 
Hormon. Am vierten Versuchstag wurde vormittags das Colchicin 
injiziert; die Meerschweinchen wurden 9 Stunden spater getétet. 
Fixation und Farbung der Schnitte erfolgte wie bei den Samenblasen. 
(Bouinsche Lésung, Himatoxylin-Eosin.) Bei Injektion von insgesamt 
60 Einheiten thyreotropen Hormons fanden wir bei Zahlung von fiinf 
Gesichtsfeldern bei 330facher Vergr6Berung 54 Mitosen beim colchicin- 
behandelten Tier, wahrend das nur mit thyreotropem Hormon be- 
handelte Tier in der gleichen Anzahl von Gesichtsfeldern nur drei 
Mitosen zeigte (Abb. 3). Abb. 4 zeigt an einer Gruppe von Mitosen von 
einem mit thyreotropem Hormon plus Colchicin behandelten Versuchs- 
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tier bei starkerer VergréBerung die Charakteristica der durch das 
Colchicin festgehaltenen Mitosen, wie sie von Allen, Gardner und Smith 
(a.a.Q.) beschrieben wurden: In groBen Zellen mit gut sichtbarer 
Zellmembran und Zunahme hellen Cytoplasmas sieht man einen dichten, 
yewoOhnlich pyknotischen Knauel von Chromatin. Die Verklumpung 
diirfte nicht eine Folge unzureichender Fixation, sondern dem Umstand 
zuzuschreiben sein, daB die Mitosen langere Zeit im Stadium der Meta- 
phase festgehalten wurden. Doch sollen iiber diesen Punkt weitere 
Untersuchungen mit Anwendung verschiedener Fixationsmethoden 
Klarheit schaffen. 

Wir haben auch versucht, die in den ersten Stunden nach der 
Injektion des thyreotropen Hormons entstehenden Mitosen festzuhalten. 
Bei gleichzeitiger Injektion von 60 Mauseeinheiten thyreotropen Hormons 
und 0,15 mg Colchicin muBten alle durch das Hormon hervorgerufenen 
Zellteilungsvorginge festgehalten werden. Nach 10 Stunden wurde 
das Tier get6tet. Auf den in der tiblichen Weise behandelten Praparaten 
waren bei 330facher VergréBerung in fiinf Gesichtsfeldern 13 Mitosen 
zu zahlen. Es kommt also sicher bereits innerhalb der ersten 10 Stunden 
nach der Hormoninjektion zu einer starken Anregung der Zellteilung. 
Die Fortsetzung dieser Versuche wird méglicherweise einen naheren 
AufschluB iiber die ersten Stadien der Hormonwirkung bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe der Festlegung der Mitosen in der Metaphase durch 
Colchicin (nach Dustin) kann die Wachstumswirkung verschiedener 
Hormone verdeutlicht werden. 

2. Die Wirkung des Testosterons auf die Samenblase kastrierter 
Mausemannchen wird besonders deutlich gemacht. wenn man den 
Tieren 39 Stunden nach der Hormoninjektion 0,1 mg Colchicin injiziert 
und sie 9 Stunden hierauf tétet. Mit dieser Modifikation des Mitogenese- 
tests von Loewe und Voss sind 50y Testosteronpropionat noch gut nach- 
weisbar. 

3. Die Wirkung des Oecstradiolbenzoats und des Androsteron- 
benzoats ist weit schwacher als die des Testosteronpropionats, wenn 
man nach den Zellteilungsvorgingen am Epithel der Samenblasen 
urteilt. 

4. Das Epithel der Prostata scheint noch empfindlicher fiir das 


Testosteronpropionat zu sein als das Epithel der Samenblase. 


5. Die Wirkung des Cortins und des Corticosterons auf das Wachs- 
tum der Legeréhre des Bitterlings wurde ebenfalls mit der Colchicin- 
methode untersucht. Es ergab sich das Vorhandensein von Wachstums- 
zonen in der Gegend der Spitze der Legeréhre, vor allem in der Epidermis. 
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6. Beim Studium der Wirkung des thyreotropen Hormons auf dic 
Schilddriise des infantilen Meerschweinchens kann die Colchicinmethode 
ebenfalls mit Nutzen verwendet werden. Es konnte so gezeigt werden, 
da bereits in den ersten 10 Stunden nach Verabreichung des thyreo- 
tropen Hormons in der Schilddriise Zellteilungsvorgange vor sich gehen. 


Den Firmen Schering in Berlin sei fiir die Cberlassung von Proviron 
(Androsteronbenzoat), Testoviron (Testosteronpropionat), Progynon B 
oleosum (Oestradiolbenzoat) sowie thyreotropem Hormon, Ciba in 
Basel fiir die Uberlassung von Perandren (Testosteronpropionat), und 
Organon in Oss fiir die Cberlassung von Cortin auch an dieser Stelle 


bestens gedankt. 
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Uber eine Reaktion des Bilirubins mit konzentrierter Salzsiure 
und ihre Anwendung zur Bilirubinbestimmung im Blutserum. 


Von 


Ludwig Heilmeyer, Jena. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Jena.) 


(Eingegangen am 15, Mdrz 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Versetzt man einen Teil Serum unter Umschiitteln mit drei 
Teilen konzentrierter Salzsiure (etwa 37 °%,), so lést sich das anfanglich 
ausflockende Eiwei8 im UberschuB der Saiure wieder auf und man erhiilt 
eine glasklare Lésung mit einem rétlichen Farbton, der nach einigem 
Stehen ins Braunliche und nach mehreren Stunden in einen griinlichen 


Farbton iibergeht. Da die Intensitaét der 
in der ersten Minute vorhandenen schénen 
Rotfirbung von dem Grade der Gelbfarbung 
des Serums abhangig zu sein schien, so war 
zu vermuten, da das genannte Farbenspiel 
durch den im Serum vorhandenen Gallen- 
farbstoff bedingt sei. Diese Vermutung 
konnte durch Aufnahme quantitativer Ab- 
sorptionsspektren von Seren mit verschieden 
starkem Bilirubingehalt sowie von kiinst- 
lichen Serumbilirubinlésungen sichergestellt 
werden. Abb. 1 zeigt drei Absorptionskurven, 
und zwar von einem Normalserum, einem 
Ikterusserum und einer kiinstlichen Serum- 
bilirubinlésung, die samtlich zwischen der 
15. bis 120. Sekunde nach Zusatz der konzen- 
trierten Salzsiure aufgenommen wurden. Alle 
drei Absorptionskurven sind als typische 
Farbkurven dargestellt und man erkennt, da} 
sie einen parallelen Kurvenverlauf aufweisen, 
woraus die Identitaét des zugrundeliegenden 
Farbstoffs mit geniigender Sicherheit hervor- 
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Abb.1. Typische Farbkurven der 
nach Salzséiurezusatz erhaltenen 
roten Farblésung bei Verwendung 
von Ikterusserum (I), einer kiinst- 
lichen Bilirubinserumlésung (11) 
und von Normalserum (II1). 


geht. Die geschilderte Reaktion wurde auBerdem an reinen, nicht 
kolloidgeschiitzten alkalischen Bilirubinlésungen vorgenommen und 
auch dabei die rote Farbstofflésung erhalten. Allerdings gehen Ver- 
anderungen in solchen ungeschiitzten Lésungen viel rascher vor sich 


als in Serumbilirubinlésungen. 
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Die Aufnahme der quantitativen Absorptionsspektren gelingt bei de: 
raschen Veranderlichkeit der roten Lésung nur mit einigen Kunstgriffen 
Die Voraussetzung dafiir ist ein Spektralphotometer, das sehr rasche Ab 
lesungen gestattet. Hierzu erwies sich das Zeisssche Pulfrich-Photomete: 
unter Benutzung der in die Filterscheibe eingesetzten Spektralfilter als 
auBerordentlich brauchbar. Es konnten damit nach Anstellung der Reaktion 
innerhalb der ersten 2 Minuten in dem Bereich der Wellenlange 570 bis 
430 mu in fiinf Spektralabschnitten die Messungen durchgefiihrt werden 
Es wurde dabei so vorgegangen, da nach Anstellung der Reaktion die 
erhaltenen Farblésungen in der Richtung vom langwelligen zum kurz 
welligen Gebiet durchgemessen wurden und dann zur Kontrolle mit der- 
selben Ausgangslésung eine zweite Reaktion angestellt und in umgekehrte: 
Richtung vom kurzwelligen zum langwelligen Gebiet hin durchgemessen 
wurde. Die in der ersten und zweiten MeBserie erhaltenen Werte zeigten 
keine wesentliche Abweichung. Zur Aufstellung der Kurve wurden jeweils 
die Mittelwerte zugrunde gelegt. Noch ein Wort zur Herstellung der kiinst- 
lichen Serumbilirubinlésungen, die auch zur Grundlage der quantitativen 
Auswertung der Reaktion dienten. Die Herstellung dieser Lésungen ist 
der schwierigste Punkt und bedarf besonderer Erfahrung. Es wurde 
folgendermaBen vorgegangen: Es wurde eine bestimmte Menge Bilirubin 
abgewogen und mit einer 5%igen warmen Sodalésung versetzt und in ein 
MeBk6lbchen vollstandig eingefiillt. Unter Umschiitteln und leichtem 
Erwarmen wird schlieBlich eine véllig klare Sodabilirubinlésung erhalten. 
Erst wenn alles Bilirubin vollstandig gelést ist, wird ein klares, méglichst 
farbstoffarmes Menschenserum bis zur Marke zugegeben. Zwei Fehler- 
quellen kommen dabei fiir die quantitative Auswertung in Frage: 1. Unvoll- 
standige Lésung des Bilirubins, wodurch die Farbintensitat der Reaktion 
wesentlich vermindert wird und 2. zu langes Stehen in Lauge, wodurch 
das Bilirubin leicht oxydiert wird, wobei ebenfalls die Farbintensitat der 
Reaktion, wenn auch in viel geringerem MaBe, notleidet. Es bedarf einer 
gewissen Ubung und Geschicklichkeit, um diese beiden Fehlerquellen zu 
vermeiden und dadurch zu konstanten Werten fiir die Lichtabsorption, 
berechnet auf die Einheit der Bilirubinkonzentration, zu gelangen. 


, 


Bestimmung des Absorptionsverhiltnisses der roten Lésung. 


Zu diesem Zweck wurden acht verschiedene Einwagen vor- 
genommen und 30 verschiedene Serum-Testlésungen von der Kon- 
zentration 20, 10 und 5 und 2,5 mg®% hergestellt. Mit dem Serum, 
das jeweils zur Verdiinnung verwendet wurde, wurde ebenfalls die 
Reaktion mit Salzsiure angestellt und die Lichtextinktion wie bei den 
fertigen Testlésungen im Maximum der Absorptionskurve (im Durch- 
laBgebiet des Filters S50) mit dem Zeissschen Stufenphotometer 
gemessen. Die erhaltene Lichtextinktion des zur Verdiinnung benutzten 
Serums wurde dann von der Lichtextinktion jeder Serumtestlésung je 
nach dem Mischungsverhaltnis sinngema®B in Abzug gebracht und 
dadurch die Extinktion des eingewogenen Bilirubins in Form der roten 
Lésung allein bestimmt. In der folgenden Tabelle sind die mit den 
Serumtestlésungen erhaltenen Werte berechnet auf 1 mg®/, Bilirubin 
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Tabelle I. Extinktion (2) der roten Lésung am Stufenphotometer 
mit Filter S 50 in lem Schicht gemessen, 1 Minute nach Zufiigen 
der Salzséiure. 


Die Werte sind berechnet auf C = 1 mg% Bilirubin der Ausgangslésung. 





Ablesung bei Ein- Ablesung bei 
onnille 2 EE —| wage ineiilitaiacapiatiiiemipreesiah 


20mg®/y 10mg®/y 5mg/o 2,5mg?/, Nr. 20mg®/yo 10mg®/o | 5 mg®/, 2,5mg?/, 


0,152 0,168 0,166 0,163 t 0,171 0,162 0,168 0,164 
0,160 | 0,165 0,167 0,170 ) 0,161 0,167 O173 0,159 
0,153 | 0,169 0,163 0,173 0.160 0.158 0.169 0,159 
0,165 0,160 0,162 0,162 0,165 0.166 





I mg% Bilirubin entspricht im Mittel aus 30 Ablesungen einer Hatink- 
tion von 0,164 hei Filter S 50 (lem Schicht); A = C/E = 6,1 (fiir C in 
mg%). Mittlere quadratische Abweichung = 3,11. Fehler des Mittel- 
wertes = 0,57. 


(nach Ausschaltung des Bilirubingehalts des zur Verdiinnung ver- 
wendeten Serums) angegeben. 


Fiir die Berechnung des Absorptionsverhiltnisses (A) ist dabei 
zu beriicksichtigen, daB die angegebenen Werte direkt durch Photo- 
metrie der roten Lésung erhalten wurden, in der ja die Testlésung durch 
den Salzsiurezusatz auf das Vierfache verdiinnt erscheint. Die Extink- 
tion der unverdiinnten Lésung wire also viermal héher und _ betriige 
im Mittel 

fiir 1 mg Bilirubin 0,656 bei lem Schicht. 


Das mittlere Absorptionsverhaltnis fiir das Bilirubin in der konzen- 
trierten salzsauren Serumlésung betragt demnach: 


Amax (A fiir Filter S 50) = 1,52 . 10-5 (fiir C in g/cem). 


Zum Mechanismus der Reaktion. 

Wie ein Blick auf die Absorptionskurve in Abb. 2 zeigt, tritt unter 
dem EinfluB der konzentrierten Salzsiure eine Verschiebung der Ab- 
sorptionsbande des Bilirubins nach dem langwelligeren Gebiet ein. 
Das Maximum ist von 460 nach etwa 495 mu geriickt, wodurch der 
Wechsel der Farbempfindung von Gelb in Rot hervorgerufen wird. 
Gleichzeitig wird die Bande etwas breiter. Die Scheitelhdhe der Kurve 
ist dagegen, gleiche Bilirubinkonzentration vorausgesetzt, unverandert 
geblieben, wie das auch aus den Absorptionsverhiltnissen hervorgeht. 
Das Absorptionsverhaltnis fiir im Menschenserum geléstes Bilirubin 
fanden Heilmeyer und Toop zu 1,52. 10-5, Miiller und Engel zu 1,4 . 10-°. 
Das von uns gefundene Absorptionsverhiltnis fiir den roten Farbstoff 
liegt in derselben Héhe. Es handelt sich also im wesentlichen um eine 
einfache Bandenverschiebung, was dafiir spricht, daB keine tiefer- 
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greifende Umwandlung des Bilirubins durch die Salzsdure stattgefunden 
hat. Fiir die Zwecke einer kolorimetrischen Bestimmung des Bilirubin: 
ist diese Bandenverschiebung jedoch ein Vorteil, da damit die Licht 
absorption in einen Wellenbereich geriickt wird, der fiir die Netzhaut 
des Auges empfindlicher ist. Die Rotverschiebung wird also als Farb 
vertiefung empfunden. Es sei noch auf die Ahnlichkeit der Absorptions 
kurve des roten Farbstoffs mit einem anderen physiologischen Farbstoft 
hingewiesen, fiir den der Verfasser auf Grund klinischer und _ tier 
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Abb. 2. Absorptionsspektren Abb. 3. Absorptionsspektrum 
einer Serumbilirubinlésung vor der Xanthobilirubinsiure in n/10 
(II) und nach Salzsiiurezusatz (I). NaOH (II) und in konzentrierter 

HCl (I) bei gleicher Konzen- 
tration. Darstellung der Spektren 
als fypische Farbkurven. 


experimenteller Untersuchungen eine nahe chemische Verwandtschaft 
zum Blutfarbstoff oder Gallenfarbstoff gefordert hat, namlich fiir das 
Uroerythrin, den bekannten Farbstoff des Ziegelmehlsediments. Seine 
Form B besitzt fast dasselbe Spektrum und zeigt ebenfalls die Eigen- 
schaft der Unbestandigkeit, beim laingeren Stehen geht sie in einen 
griinlich-gelben Farbstoff iiber. Der Hinweis mag geniigen, mehr dariiber 
zu sagen, ist vorerst nicht erlaubt. Die Eigenschaft der Rotverschiebung 
der Absorptionsbande unter dem EinfluB konzentrierter Salzsdure 
kommt bereits der Xanthobilirubinsiure zu. Wie Abb. 3 zeigt, riickt 
das Maximum der Lichtabsorption der Xanthobilirubinséure nach 
Versetzen mit konzentrierter Salzséure von etwa 410 nach 465 mu. 
was mit einer Verschiebung der Farbempfindung von schwach Gelb 
nach tief Gelb einhergeht. 
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Anwendung der Reaktion zur Bestimmung des Gallenfarbstoffs im 
Blutserum. 


Da die beschriebene Reaktion des Bilirubins auch bei Gegenwart 
von EiweiBkérpern vor sich geht, letztere also nicht stéren, sondern im 
Gegenteil den gebildeten roten Farbstoff vor zu rascher Umwandlung 
schiitzen, so ist die Reaktion zur Bestimmung des Bilirubins im Blut- 
serum ganz besonders geeignet, liegt doch gerade in der bei anderen 
Methoden notwendigen Entfernung des EiweiBes eine gewisse Fehler- 
quelle vor. Zur Anwendung der von uns beschriebenen Reaktion zum 
Zwecke einer quantitativen Bilirubinbestimmung im Blutserum war 
es jedoch nétig zu priifen, inwieweit andere im Serum enthaltene Stoffe 
mit der Salzsiure reagieren, so daB dabei eine gefarbte Verbindung 
entsteht. Das ist nach unseren bisherigen Untersuchungen nicht der 
‘all. Besonders zeigt das die Untersuchung von den selten vorkommen- 
den Seren schwerster hypochromer Animien, die fast wasserhell aus- 
sehen und nicht mehr meBbare Spuren von Gallentarbstoff enthalten. 
Versetzt man solche Seren mit konzentrierter Salzsiure, so ergeben sie 
keine Rotfirbung mehr. Die Lésung zeigt héchstens einen Stich ins 
Gelbliche, der von Lipochromen herriihrt, die unter dem EinfluB der 
Salzsiure ihre Farbe nicht andern. Aus den angefiihrten Griinden 
heraus erscheint deshalb die Reaktion zur quantitativen Bilirubin- 
bestimmung im Blutserum sehr geeignet, infolge des Wegfalles des 
EiweiBfehlers vielleicht noch geeigneter als die bisher verwendete 
Diazoreaktion. Durch ihre auBerordentliche Einfachheit und Zeit- 
ersparnis (1 Minute!) ist sie vor allem fiir klinische Zwecke iiber- 
legen. 


Praktisch geht man entweder so vor, daB man die nach Salzsaure- 
zusatz erhaltene Rotfirbung mit einem farbgleichen Standard ver- 
gleicht. Ein derartiges Bilirubinkolorimeter wird demnachst von der 
Firma Zeiss-I[kon in den Handel gebracht. Die andere Méglichkeit 
besteht in der photometrischen Messung der Lichtextinktion der nach 
Salzsiurezusatz erhaltenen roten Lésung mit Hilfe des Zeissschen 
‘Stufenphotometers. Die Ausfiihrung dieser Bestimmung ist folgende: 


Zu 1ccm Blutserum (haimolysefrei) werden 3 ccm konzentrierte 
Salzséure unter Umschiitteln zugegeben. Die klare Lésung wird in 
ein AbsorptionsgefaéB von 0,5 oder 1 em Schichtdicke eingefiillt und mit 
Filter S 50 1 Minute nach Salzsiurezusatz photometriert. Bezeichnet 
man die bei 1 em Schicht erhaltene oder auf 1 em Schicht berechnete 
Extinktion mit EF, so ist die Bilirubinkonzentration ¢ = F .6,1 mg°®,. 
Fiir sehr niedrige Bilirubinkonzentrationen mag bei der photometrischen 
Messung ein kleiner Fehler durch den EiweiSgehalt der Lésung resul- 
tieren, da hochkolloidale Lésungen eine etwas héhere Lichtschwachung 
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hervorrufen als das fiir die Gegenschaltung benutzte Wasser. Diese: 
sehr geringe Fehler spielt beim kolorimetrischen Verfahren so gut wi 
keine Rolle. 

Normalwerte. 


Untersuchungen an 30 Normalseren ergaben mit der beschriebenen 
neuen Methode einen Bilirubingehalt von 0,8 bis 1,2 mg, im Mitte! 
0.9mg°,. Die erhaltenen Werte liegen also ahnlich wie bei anderen 
Methoden, etwas héher als die mit der Hijmanns van den Berghschen 
Methode erhaltenen Werte, was durch Bilirubinverluste bei der Ent- 
eiweiBung bei der letztgenannten Methode bedingt sein kann. 
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(Eingegangen am 15. Marz 1938.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Im Schrifttum finden wir eine groBe Anzahl von Arbeiten iiber die 
Einwirkung des Harnstoffs auf Eiwei8kérper, in denen sowohl die 
lésenden und renaturierenden wie die denaturierenden Eigenschaften 
dieser Substanz untersucht wurden. 

Neuberg (1) ordnete Harnstoff den Hydrotropica zu und faBte 
dabei unter diesem Namen Substanzen zusammen, welche die Fahigkeit 
haben, die Wasserléslichkeit schwerléslicher Stoffe (EiweiB, Fette, 
Starke, Alkaloide u.a.) zu erhéhen. AuBer Harnstoff gehéren hierzu 
Benzoate, Phenolate, Salicylate usw.; gemeinsam ist diesen Stoffen 
eine eigene groBe Wasserléslichkeit. Schon vor Newberg fand Lim- 
bourg (2), daB EiweiB-Harnstofflésungen durch Hitze nicht koagulierbar 
sind; Fibrin will er durch Harnstoffzusatz in Lésung gebracht haben. 
Diese Angaben wurden von Spiro (3) bestatigt, der auch fand, daB eine 
EiweiB-Harnstofflésung nach Entfernung des Harnstoffs durch Dialyse 
ihre Hitzekoagulierbarkeit wiedergewinnt. Weber und Versmold (4) 
beobachteten bei der Messung der Hydratation der EiweifSkérper 
nach ihrer kryoskopischen Methode, daB die Harnstoffbindung an Eiweil} 
auch bei hohen Konzentrationen dieses Hydrotropicums nicht zu einem 
Sattigungswert fiihrt. Heim (5) suchte den Beweis fiir die von ihm an- 
genommene erhéhte Hydratation des EiweiBmolekiils (Gelatine, Fi- 
brinogen) durch Harnstoff mit dem Befund der Stabilisierung solcher 
Lésungen gegen die Salzfaillung zu erbringen. 

In neuerer Zeit veréffentlichte Hopkins (6) Untersuchungen iiber 
die denaturierende Wirkung des Harnstoffs auf EiweiBlésungen und 
wandte zum Nachweis der Denaturierung die Nitroprussidreaktion auf 
neutralisierte freie S—H-Gruppen an. Im AnschluB an Hopkins priiften 
Pauli und Weiss (7) durch Hydrotropica denaturierte EiweiBkérper 
auf ihr Verhalten gegen Nitroprussidnatriumlésung und fanden, dab 
ein negativer Ausfall der Reaktion kein Beweis gegen eine Denaturierung 
ist. Burk und Greenberg (8) maBen den osmotischen Druck von Eiweil}- 
lésungen, wobei sie als Lésungsmittel konzentrierte, d. h. etwa 40 °,ige 
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Harnstofflésung verwendeten. Sie fanden dabei teils gleiche Werte 
(Kieralbumin) fiir die Molgewichte der EiweiBlésungen wie Soerensen 
und Svedberg in wasseriger Lésung, teils aber auch niedrigere Werte 
(Hamoglobin '),, Edestin 1/, des entsprechenden Molgewichtes) als 
diese Autoren, Es wurde darauf aufmerksam gemacht, daf diese Auf- 
spaltung vielleicht mit der denaturierenden Wirkung des Harnstoffs 
zusammenhangt. Fir natives und hitzedenaturiertes Eieralbumin wurde 
von Burk (9) in Harnstofflésung das gleiche Molekulargewicht gefunden. 
Dabei machen sowohl Burk wie Pauli und Weiss darauf aufmerksam, 
daB der RiickschluB, hitzedenaturiertes und natives Serumalbumin 
hatten gleiches Molekulargewicht, einer gewissen Einschrankung bedarf. 
Denn die Hitzedenaturierung des Serumalbumins sei wenigstens zum Teil 
durch Harnstoff riickgiéngig zu machen. Es seien in diesem Zusammen- 
hang die Befunde Laportas (10) erwahnt, wonach hitzekoaguliertes 
Ovalbumin, Serumalbumin, Pseudo- und Euglobulin bei Lésung in 
25 bis 50% iger Harnstofflésung teilweise renaturiert werden. Bei der 
Entfernung des Harnstoffs durch Dialyse fallt nur ein Teil des EiweiBes 
wieder aus. Das iibrige bleibt gelést und zeigt die gleichen physikalisch- 
chemischen Eigenschaften wie eine Lésung des nativen EiweiBes. 
Weitere Untersuchungen iiber den Einflu8 von Harnstoff auf be- 
sondere physikalische Kennzeichen mancher EiweiBk6érper ergaben, 
daB z. B, die Strémungsdoppelbrechung durch Harnstoffzusatz zum 
, Verschwinden gebracht werden kann [v. Muralt und Edsall (11) fiir 
Myosin; nach persénlicher Mitteilung von Prof. Wéhlisch auch fiir 
Fibrinogen]. Ferner bewirkt Harnstoff beim Fibrinogen nach Wéhlisch 
und Kiesgen (12) eine starke Herabsetzung der Anomalitat des viskosi- 
metrischen Verhaltens. Uber das Verhalten der elastischen Eigen- 
schaften in der Oberflache gewisser EiweiBlésungen gegeniiber Harn- 
stoffzusatz sind in diesem Institut Untersuchungen gemacht worden, 
die demnachst an anderer Stelle veréffentlicht werden sollen. 
Meissner und Wéhlisch (13) untersuchten in neuester Zeit den 
EinfluB von hydrotropen Substanzen auf Fibrinogenlésungen und fanden, 
daB Harnstoff in héheren Konzentrationen deren Triibung fast ganz 
zum Verschwinden bringt, das Auftreten der spontanen Denaturierung 
dieses EiweiBk6érpers stark verzégert und auch seine Gerinnung durch 
Thrombin verhindert. Dagegen wurde die Wirkung von Pepsin und 
Trypsin auf Fibrinogen durch die Gegenwart von Harnstoff nicht be- 
einfluBt. Weiter fanden diese Autoren, daB bei der Wirkung von Tannin | 
und Alkohol auf Fibrinogen in harnstoffhaltigen Liésungen zwar nicht 
die Denaturierung, wohl aber die Ausflockung der dabei entstehenden 
Produkte verhindert wird. Kochsalzfallungen des Fibrinogens in 
Gegenwart von Harnstoff sollen irreversibel sein. In gleicher Weise 
wie die Einwirkung von Tannin und Alkohol wird nach Meissner und | 
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Wohlisch auch die Hitzedenaturierung des Fibrinogens durch Harnstoff 
beeinfluBt. 

Mit diesen Befunden war aber die Frage nach der Einwirkung des 
Harnstoffs auf das Fibrinogen noch nicht véllig geklart, denn da Harn- 
stoff auf Eiwei$kérper auch einen denaturierenden EinfluB ausiibt, 
kann vermutlich seine Wirkung nicht immer reversibel sein. Ferner 
war in der Arbeit von Meissner und Wéhlisch nur bei héheren Harnstoff- 
konzentrationen gearbeitet und der Einflu8 verschiedener Konzen- 
trationen des Hydrotropicums sowie dessen Einwirkungsdauer und 
-temperatur nicht beriicksichtigt worden. Es war auch festzustellen, 
ob die Verhinderung der Fibrinausscheidung im Falle der Thrombin- 
einwirkung darauf beruht, da etwa gebildetes Fibrin durch Harnstoff 
in Lésung gehalten wird wie das Hitzekoagulum, oder ob die Um- 
wandlung des Fibrinogens in Fibrin bei Gegenwart gréBerer Mengen 
des Hydrotropicums gar nicht stattfinden kann. SchlieBlich interessierte 
noch die Frage nach der Méglichkeit der Renaturierung der verschiedenen 
Fibrinogen- Denaturierungsprodukte durch Harnstoff. Auf Veranlassung 
von Prof. Woéhlisch beschaftigten wir uns in Fortsetzung der Arbeit 
von Meissner und Wéhlisch mit Versuchen zur Aufklarung dieser Fragen. 


Il. Experimenteller Teil. 
A. Methodik. 


Die verwendeten Fibrinogenlésungen wurden aus Schweine- oder auch 
Pferdeoxalatplasma hergestellt, das man aus Oxalatblut durch Zentri- 
fugieren im Serumseparator erhielt. Zur Entfernung von Prothrombin 
und Thrombokinase wurde das Plasma nach der Vorschrift von Bordet (14) 
mit einem Zusatz von 6° tertiarem Calciumphosphat eine halbe Stunde 
geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren erfolgte dann die Fallung des 
Fibrinogens nach Hammarsten durch Halbsattigung mit Kochsalz. Die 
Fallung wurde zwei- bis dreimal mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen 
und in etwa !/, bis 4/;, (je nach der Menge des anfallenden Fibrinogens) des 
Plasmaausgangsvolumens an Wasser gelést. Nach der Dialyse der Lésung 
gegen 0,9%ige NaCl-Lésung zur Einstellung auf diesen Kochsalzgehalt 
wurde der EiweiBgehalt nach Ajeldahl bestimmt. Wir arbeiteten mit 
Lésungen, die etwa 1,3 bis 1,8 Fibrinogen enthielten. 

Fiir die Gerinnungsversuche wurde eine aus Trockenvulver dargestellte 
Thrombinlésung verwendet. Das Trockenpulver erhielten wir durch Fallung 
von nach Mellanby- Bleibtreu (15) gewonnener Thrombinlésung mit dem 
doppelten Volumen Aceton, Abzentrifugieren der entstandenen Fallung 
und Trocknen im Exsikkator. Zur Darstellung der Thrombinlésung aus 
dem Trockenpulver wurden 0,5 bis 1 g mit 100 cem 0,9 °iger NaCl-Lésung 
behandelt, indem das Pulver mit einem kleinen Teil dieses Volumens zu- 
naichst angeteigt und gequollen, dann mit der restlichen Kochsalzlésung 
versetzt und einige Zeit geschiittelt wurde. Ein groBer Teil der Substanz 
bleibt dabei ungelést. Beim Filtrieren erhielten wir eine klare Lésung, die 
aber noch eine EiweiBreaktion mit Sulfosalicylsiure gab. 0,5 cem Fibri- 
nogenlésung, mit 1,0 cem der frisch bereiteten Thrombinlésung versetzt, 
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gerannen bei 37° in etwa 10 bis 12 Sekunden. Bei langerem Stehen triibt 
sich die Thrombinlésung und nimmt dabei an Wirksamkeit ab. 

Die im Verlauf der Arbeit durchgefiihrten Gerinnungsversuche wurden 
in Reagensgliasern ausgefiihrt, die in einem Wasserthermostaten standen. 

Die Messung der Gerinnungszeiten geschah mit der Stoppuhr, indem 
wir im Augenblick der Thrombinzugabe zum ersten Male, bei Auftreten des 
ersten Gerinnsels zum zweiten Male stoppten. Je nach der Konzentration 
des Fibrinogens in der Lésung erhalt man sofort eine dicke Gallerte oder 
nur eine Gerinnungsflocke. 

Der Zusatz des Hydrotropicums (Harnstoff purum, Merck) erfolgte 
entweder, indem die Fibrinogenlésung zum abgewogenen Harnstoff pipettiert 
wurde oder auch durch Zugabe des Harnstoffs zur abgemessenen Fibrinogen- 
losung. Unter starker Abkiihlung entstand eine klare Lésung. Sie war nicht 
mehr spinnbar, wenn sie tiber 12,0, Harnstoff enthielt. Bei Lésungen, die 
Thrombin enthielten, bezieht sich der angegebene Harnstoffgehalt auf das 
System Fibrinogenlésung + Thrombinlésung. 

Die Dialysen wurden in selbstgefertigten Kollodiumhiilsen bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt. Als AuBenfliissigkeit diente physiologische 
Kochsalzlésung. Die ungefahren py-Werte bestimmten wir — da es uns 
nicht auf sehr groBe Genauigkeit ankam — mit dem ,,Universal-Indikator- 
papier“ von Merck. 

Die Triibungsmessungen in den* Reaktionsgemischen wurden mit dem 
Pulfrich-Stufenphotometer der Firma Zeiss in Verbindung mit dem zu- 
gehorigen Triibungsmesser ausgefiihrt. Die ermittelten Werte beziehen sich 
auf das eingebaute Vergleichslicht 4 und das griine Okularfilter Z,. Als 
UntersuchungsgefaBe dienten schlieren- und blasenfreie Reagensglaser. 

Die zum Nachweis der Denaturierung angewandte Nitroprussidreaktion 
| Arnold (16), M. J. Harris (17), Hopkins (6)] wurde folgendermaBen durch- 
gefiihrt: Nach Aussalzung der EiweiBk6érper aus ihrer zum Teil harnstoff- 
haltigen Lésung durch Zusatz von festem Ammonsulfat bis zur Sattigung 
werden einige Tropfen 5%iger Nitroprussidnatriumlésung, einige Tropfen 
verdiinnten Ammoniaks und etwas festes Kaliumeyanid zugesetzt. Sind 
freie SH-Gruppen vorhanden, so fairben sich die ausgeschiedenen EiweiS- 
teilchen hell- bis dunkelpurpurrot. Diese Fiarbung verschwindet nach 
einiger Zeit wieder. Natiirlich laBt sich die Probe auch mit ausgeflocktem 
— etwa hitze- oder thrombinyeronnenem —- Fibrinogen ausfiihren. In 
diesem Falle ist der Zusatz von Ammonsulfat tiberfliissig. 


B. Versuchsergebnisse. 
1. Die Denaturierung des Fibrinogens durch Harnstoff. 


Zur Untersuchung des denaturierenden Einflusses von Harnstoff 
auf Fibrinogenlésungen mit besonderer Beriicksichtigung der Ein- 
wirkungsdauer des denaturierenden Mittels, seiner Konzentration und 
der Reaktionstemperatur setzten wir verschiedene Versuchsreihen an, 
in denen mit Harnstoffzusitzen von 5 bis 35°, gearbeitet wurde. Die 
Lésungen befanden sich in Reagensglisern; nach Ablauf der Versuchs- 
zeit wurden sie zur Entfernung des Harnstoffs in Kollodiumhiilsen 
gegen physiologische NaCl-Lésung dialysiert. 


1 Die Konzentrationsangaben sind in Gewichtsprozenten zu verstehen. 
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Die in den Tabellen verwendeten Abkiirzungen haben folgende Be- 
deutung: 


ER. = Eiwei®reaktion mit Tr. Triibung, 

Sulfosalicylsaure, Op. = Opaleszenz, 
Fl. = Flockung, Fg. = Fibrinogen, 
Gg. = Gerinnung, N. Niederschlag. 
GZ. = Gerinnungszeit, 


Versuch 1. 6. Juli 1937. In der Versuchsreihe, deren Ergebnisse in 
Tabelle I zusammengestellt sind, wurden die Lésungen 23 Stunden im 
Wasserthermostaten bei 37° aufbewahrt. Bei einem Gehalt an Harnstoff 
bis zu 10 °%% und iiber 25° blieben die Ansatze klar, wihrend die Versuche 
mit 15 bis 25° Harnstoff sich deutlich in folgender Weise verdnderten: 
Die 15% igen Lésungen wurden nach 2 Stunden schwach opaleszierend, 
und diese Opaleszenz nahm in der Folgezeit noch etwas zu, wobei der 
Inhalt der Reagensgliser aber diinnfliissig blieb. Die Versuchssysteme mit 
20%, Harnstoff zeigten schon nach | Stunde starke Opaleszenz, wurden im 
Laufe der Zeit immer dickfliissiger und waren nach 5 Stunden zu einer 
Gallerte erstarrt. Bei einem Fibrinogengehalt der Lésungen unter 1°, 
kam es allerdings nieht zu dieser Erstarrung: solehe Reaktionsgemische 
zeigten nur eine mehr oder weniger starke Triibung. 


Tabelle I. Einflu®B der Einwirkungsdauer des Harnstoffs auf 
Fibrinogen bei 37°. 
Versuchsmaterial: Lésung von Schweinefibrinogen. GZ.: 28 Sekunden. 
FiweiBgehalt: 1,8%. Kochsalzgehalt: 0,9 %. 





Harnstoffgehalt | Einwirkungsdauer Befund im Reaktionsgemisch 


5 Std. vor Dialyse nach Dialyse 


10 23 klar klar; GZ.: 28 Sek. 
15 5 sa 
6 schwache Tr. 
23 starkere Tr. Geringer N.: GZ.: 35 Sek. 
20 1 M5 A Tr. 
2— 4 starkere Tr. N. 
23 Gg. N. 
Restlésung: keine Gg. 
30 1 klar starke Tr. 
2—23 a N. steigender Starke 
23 is Restlésung: keine Gg. 


keine ER. 


Bei der Dialyse gegen 0,9 °,ige NaCl-Lésung zur Entfernung des Harn- 
stoffs blieben die 5 bis 10°, Harnstoff enthaltenden Lésungen klar und 
zeigten danach mit Thrombin Gerinnungszeiten, die von denen der Original- 
fibrinogenlésungen nicht abwichen: die 15°, Harnstoff enthaltenden An- 
siitze schieden bei der Dialyse einen geringen Niederschlag aus und ihre 
Reaktion mit Thrombin war danach etwas verzégert. Die 20 © igen Gallerten 
ebenso wie die klaren 30°(igen Lésungen lieferten bei der Dialyse dicke 
Niederschlage. Die Restlésung zu dem Niederschlag aus der 30°, Harn- 


26 * 
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stoff enthaltenden Lésung gerann weder mit Thrombin, noch gab sie die 
Sulfosalicylsiurereaktion (Tabelle 1). 

Versuch 2. 3. bis 5. Juli 1937. In Tabelle II finden wir die Ergebnisse 
einer weiteren Versuchsreihe, in der gleichzeitig der EinfluB ven Ken 
zentration und Temperatur (4, 22, 37°) auf den Denaturierungsvorgany 
untersucht wurde. Die Reaktionsgemische blieben 12 Stunden den ver 
schiedenen Temperaturen ausgesetzt. Bei 4° fiihrte keine der angewandten 
Harnstoffkonzentrationen in der Fibrinogenlésung zu einer Denaturierung. 
Die Lésungen blieben klar, und nach Entfernung des Harnstoffs durch 
Dialyse zeigten sie den Originalfibrinugenlésungen gegeniiber unveranderte 
Gerinnungszeiten. Bei 22° erhielten wir praktisch dic gleichen Ergebnisse 
wie bei 37°, die wir schon aus Tabelle I kennengelernt haben. Sie unter- 
scheiden sich nur dadurch, da die denaturierende Wirkung bei 22° schwacher 
ist als bei 37°. 


Tabelle Il. Einflu8 der Temperatur auf die Denaturierung des 
Fibrinogens durch Harnstoff bei einer Einwirkungsdauer von 
12 Stunden. 

Versuchsmaterial: Schweinefibrinogenlésung. GZ.: 29 Sekunden. Fiweil- 
gehalt: 1,4°,. Kochsalzgehalt: 0,9 °%,. 





*. 





a Temperatur Befund im Reaktionsgemisch ae 
5 oC vor Dialyse nach Dialyse 
5—30 4 klar klar; Restlésung GZ.: 40 Sek. 
5—10 gees e es a 
20 22 Op. schwache Tr. 
3 klar N.; Restlésung: mit Thrombin 
nur Fl. 
5—10 klar klar; Restlésung GZ.: 39 Sek. 
20 37 Gg. nach 6 Std. N.; Restlésung: mit Thrombin, 
keine Gg. 
30 klar starker N.; Restlésung keine Gg. 


‘ keine ER. 

Aus den Versuchen mit einem Harnstoffgehalt iiber 25°, bei 22 und 37° 
ergab sich, daB das denaturierte Eiwei® unter diesen Bedingungen in Lésung 
blieb und erst bei der Dialyse ausfiel. Die Erscheinung der ohne Triitbung 
bzw. Gallertbildung vor sich gehenden Denaturierung ist auf die disper- 
gierende Wirkung des Harnstoffs zuriickzufiihren. Beweisend fiir diese 
Annahme ist die Tatsache, daB sich die in Gegenwart von 20°, Harnstoft 


gebildeten Gallerten bei weiterer Harnstoffzugabe wieder lésten. 


Es erhob sich die Frage, ob die bei hGheren Harnstoffkonzentrationen 
in Fibrinogenlésungen beobachteten Denaturierungserscheinungen nicht 
die Folge einer nach und nach auftretenden alkalischen Reaktion sind, 
die verursacht wird durch ein sich in wasserigen Harnstofflésungen 
einstellendes Gleichgewicht zwischen Harnstoff und Ammoncarbonat 
[Beck und Schormiiller (18), Lewis und Burrows (19)}. 


Versuch 3. 6./7. Januar 1938. Wir priiften aus diesem Grunde die 
Reaktion einer etwa 48 Stunden bei 37° aufbewahrten, 30°, Harnstoff 
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enthaltenden Fibrinogenlésung und fanden, daB sie einem py-Wert von 
etwa 7, d.h. dem py-Wert der frisch bereiteten Lésung entsprach. Ebenso 
verhielt sich eine Fibrinogenlésung, die etwa 20 Minuten bei 56° aufbewahrt 
worden war. 

Die Denaturierung des Fibrinogens bei Gegenwart von Harnstoff, die 
wir bei diesen Temperaturen beobachteten, kann also nicht die Folge einer 
alkalischen Reaktion solcher Systeme sein. Auch fibrinogenfreie Harnstoff- 
lésungen hatten unter den gleichen Bedingungen ihre neutrale Reaktion 
beibehalten. 

SchlieBlich konnte in Versuchen, in denen wir Fibrinogen in Phosphat- 
pufferlésung vom py = 6,3 bis 8,3 etwa 30 Minuten der Temperatur von 37° 
aussetzten, festgestellt werden, daB die aikalische Reaktion allein keine 
Denaturierung des Fibrinogens herbeifiihren kann. Nach der Entfernung 
der Phosphate durch Dialyse gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung war die Ge- 
rinnungszeit mit Thrombin gegeniiber derjenigen der Originalfibrinogen- 
lésung unverandert. 

Um festzustellen, ob Fibrinogenlésungen mit einem hdheren 
Harnstoffgehalt (23°) auch dann nicht denaturieren, wenn sie linger 
als 12 Stunden bei 4° aufbewahrt werden, stellten wir folgende Ver- 
suche an: 

Versuch 4. 8. November 1935 bis 29. April 1936. Eine Fibrinogen- 
lésung mit 23 % Harnstoff wurde im Eisschrank (4°) aufbewahrt und laufend 
untersucht, indem wir Proben daraus entnahmen und an diesen nach der 
Dialyse die Gerinnungszeit der Lésung mit Thrombin bestimmten. Nach 
5 Monaten war diese von 21 Sekunden auf 30 Sekunden gestiegen. Bei der 
Dialyse erhielten wir im Laufe der ersten 3 Monate klare Lésungen, nach 
4 Monaten eine getriibte Lésung, nach 5 Monaten Abscheidung einer geringen 
SiweiBfallung. 

Als erster Befund ergab sich also, daB auch monatelange Ein- 
wirkung des Harnstoffs auf eine Fibrinogenlésung bei 4° keine Denatu- 
rierung des EiweifSmolekiils hervorzurufen braucht. Aupferdem zeigt 
dieser Versuch aber, daB die sonst in Fibrinogenlésungen bei lingerer Auf- 
hewahrung eintretende Spontandenaturierung durch die Gegenwart des 
Harnstoffs verhindert worden war. 


Verfolgung der Harnstoffdenaturierung des Fibrinogens 
durch Triibungsmessungen. 


Die Denaturierung des Fibrinogens durch Harnstoff lieB sich sehr 
gut mit dem Stufenphotometer fiir Triibungsmessungen verfolgen. 
Die Ergebnisse stimmten mit den oben beschriebenen vdllig iiberein. 


Versuch 5. 19. Juli 1937. Es wurden wiederum Fibrinogenlésungen 
mit Harnstoffzusatzen von 5 bis 35°, angesetzt, und der Reaktionsverlauf 
der Denaturierung mehrere Stunden lang mit dem Triibungsmesser ver- 
folgt. Abb. 1 zeigt die Triibung dieser Lésungen als Funktion der Harnstoff- 
konzentration bei verschiedener Dauer der Einwirkung. Die Triibung der 
Lésungen nimmt staéndig zu, um nach sechsstiindiger Versuchsdauer ein 
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Maximum zu erreichen. Die héchsten Werte der relativen Triibung wurden 
in den 20°, Harnstoff enthaltenden Fibrinogenlésungen erhalten. 


Es sei an dieser Stelle an die Ergebnisse von Meissner und 


Wohlisch (13) (S. 135) bei Bestimmung der relativen Triibung hydro- 
tropicumhaltiger Fibrinogenlésungen erinnert. Dort fand sich kein 
Triibungsmaximum bei Einwirkung von Harnstoff, wohl aber unter 
dem EinfluB von Natriumsalicylat. Das riihrt davon her, daB Natrium- 
salicylat das Fibrinogen wesentlich rascher denaturiert als der Harnstoff. 
Da Meissner und Wohlisch ibre Triibungsmessungen an der Lésung 
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stellten, entging ihnen das sich 
maximum in den 20° Harnstoff enthaltenden Lésungen. 


achteten nur die erste Phase der Harnstoffeinwirkung, die Auf- 
klarung der kolloidalen Lésung mit steigendem Harnstoffgehalt. 
Versuch 6. 19. Juli 1937. Auch die Anderung der Reaktionsgeschwindig 


keit der Harnstoffdenaturierung des Fibrinogens mit der Temperatur lief 
Wir untersuchten das Ver- 


langsam ausbildende Triibungs- 
Sie beob- 


sich durch Triibungsmessungen nachweisen. 
halten einer 20% Harnstoff enthaltenden Fibrinogenlésung, die bei 30 


bzw. 33, 35 und 37° etwa 10 Stunden aufbewahrt wurde, beziiglich des 
Triibungsgrades und stellten fest, daB bei 37° das Maximum der Triibung 
nach etwa 5!/, Stunden, bei 35° dagegen erst nach 91/, Stunden erreicht 
war. Bei 33° fanden wir nach dieser Zeit nur eine sehr geringe Steigerung 
der relativen Triibung, wahrend endlich bei 30° keine Triibungsaénderung 


der Lésung festzustellen war (Abb. 2). 
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Die Nitroprussidreaktion. 

Das harnstoffdenaturierte Fibrinogen gab, in der oben beschriebenen 
Weise mit Nitroprussidnatrium behandelt, eine hellpurpurrote Farbung, 
im Gegensatz zur Originalfibrinogenlésung, die farblos blieb. Es lieBen 
sich schon sehr geringe Veranderungen des Fibrinogens mit dieser 
Reaktion nachweisen. 

Versuch 7. 26. Juli 1937. Ansa&tze mit verschiedenen Harnstoff- 
konzentrationen, die 24 Stunden bei 4 bzw. 37° aufbewahrt worden waren, 
zeigten unterschiedliche Farbt6nungen in Purpurrot, das sich mit wachsen- 
der Harnstoffkonzentration, zunehmender Dauer der Harnstoffeinwirkung 
und steigender Temperatur vertiefte (Tabelle IIT). 


Tabelle UJ. 





Harnstoffgehalt Ausfall der Nitroprussidreaktion bei 
, on i. ae eS 
0 Me 
20 (+) ++ 
40 (+) +4 


Wir konnten auf diese Weise also zeigen, da auch bei 4° eine 
wenngleich wohl minimale — Denaturierung des Fibrinogens durch 
Harnstoff schon nach einigen Stunden stattgefunden hatte. 

In weiteren Versuchen konnten wir erstmalig den fiir die Frage nach 
dem Wesen der Thrombingerinnung bedeutsamen Befund erheben, dap 
sowohl durch Hitzeeinwirkung denaturiertes Fibrinogen wie auch durch 
Thrombineinwirkung entstandenes Fibrin eine deutlich positive Nitro- 
prussidreaktion ergeben. 


2. Die Einwirkung von héheren Temperaturen, Thrombin und von Eiweif 
fallenden Mitteln auf das Fibrinogen bei Gegenwart von Harnstoff. 


a) EinfluB des Harnstoffs auf die Hitzedenaturierung des 
Fibrinogens. 

Versuch 8. 25. Oktober 1937. Zur Untersuchung der Einwirkung des 
Harnstoffs auf die Hitzedenaturierung des Fibrinogens wurden Ansatze von 
je 5cem Fibrinogenlésung mit 10 bis 40°, Harnstoff auf Temperaturen 
iiber 50° erwarmt. Es zeigte sich, daB, wihrend die zusatzlosen Fibrinogen- 
lésungen bei 53 bis 54° ausflocken, diejenigen mit 10°, Harnstoffgehalt 
chon bei 50 bis 51° sofort zu einer Gallerte erstarren. Enthalt die Fibri- 
nogenlésung 20% Harnstoff, so triibt sie sich beim Erwarmen auf 50 bis 51° 
nach etwa 2 bis 3 Minuten, bleibt aber auch bei langerem Aufbewahren bei 
dieser Temperatur diinnfliissig. Bei einem Zusatz von 30 bis 40% Harnstoff 
ist an den klaren Lésungen beim Erwarmen auf Teinperaturen iiber 50° 
keinerlei Veranderung zu beobachten. 

Nach Entfernung des Harnstoffs durch Dialyse gegen 0,9 %ige NaCl- 
Lésung entstanden in allen Ansatzen Niederschlage. Die Restlésungen zu 


7 


diesen Niederschligen verhielten sich beim Erwiairmen auf 56° und bei 
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Tabelle IV. Erwairmung von Fibrinogenlésungen auf 56 bzw. 37° 
bei verschiedenem Gehalt an Harnstoff. 





Bedingungen der Harnstoffgehalt der Lésung 
Kiawirkung des [-—————_—"— paeniesrentanemeranrnctineeat ee | Ra ~ 
Harnstoffs 10 %J5 20 95 40 %9 
Tempe- Verhalten der durch Dialyse vom Harnstoff befreiten Lésungen 
oC 5g0 | sesen Thrombin 560 gegen Thrombin 590  «segen Thrombin 
56 5 Min. Fl. Gg. Fl. Gg. 
GZ.: 77 Sek. GZ.: 35 Sek. 
as s Gg. o Gg. 
GZ.: 47 Sek. GZ.: 35 Sek. 
1 Std. * keine Gg. = Tr. 
oe a a “ . keine Gg. 
37 ee Fl. Gg. se Gg. Fl. Gg. 
GZ.: 15 Sek. GZ.: 11 Sek. GZ.: 26 Sek. 
* iow a Gg. starke Gg. nach Min. ,, Gg. 
GZ.: 17 Sek. Tr. GZ.: 35 Sek. 
Bi os Gg. <b schwache Gg. ,, Gg. 
| GZ.: 17 Sek. GZ.: 75 Sek. 
Zusatz von Thrombinlésung —- Reaktionen zum Nachweis des nativen 
Fibrinogens —- unterschiedlich je nach dem urspriinglichen Harnstoffgehalt 


und der Dauer der Einwirkung von Temperaturen iiber 50°. 

Diese Abhangigkeit der Denaturierungsgeschwindigkeit des Fibrinogens 
bei Temperaturen um 50° vom Harnstoffgehalt der Lésung und der Dauer 
der Einwirkung der erhéhten Temperatur geht aus Tabelle IV hervor. In 
dieser ist der Gehalt der Lésung nach Entfernung des Harnstoffs und des 
bereits denaturierten EiweiBes an noch vorhandenem nativem Fibrinogen 
in Abhangigkeit von der Dauer der Einwirkung des Harnstoffs und der 
erhéhten Temperatur eingetragen. Es geht daraus hervor, daB bei 10% 
Harnstoffgehalt der Lésung nach 5 Minuten langem Erwiarmen auf 56° 
kem natives Fibrinogen mehr vorhanden ist. Dagegen sind die 20 und 40°, 
Harnstoff enthaltenden Lésungen erst nach etwa einstiindigem Erwarmen 
auf diese Temperatur fibrinogenfrei. 

Wahrend also bei 10°, Harnstoffgehalt die Hitzedenaturierung 
des Fibrinogens ungehindert ablauft, scheinen Harnstoffkonzentrationen 
von 20 und 40 % diese zu hemmen. Die auch bei diesen Konzentrationen 
nach und nach auftretende Denaturierung des Fibrinogens muB wohl 
in der Hauptsache als Harnstoffdenaturierung aufgefaBt werden, da der 
gleiche Effekt ja schon bei 37° zu erhalten ist. Das geht auch aus der 
zweiten Halfte der Tabelle IV (37°-Versuch) in Ubereinstimmung mit 
den Tabellen I und II hervor. 


b) EinfluB des Harnstoffs auf die Thrombingerinnung des 
Fibrinogens. 
Im folgenden soll unter gleichen Bedingungen wie bei der Hitze- 
denaturierung der Einflu8 des Harnstoffs auf die Thrombingerinnung 
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: des Fibrinogens untersucht werden. Hier fanden Meissner und Woéhlisch 

x bei einem Harnstoffgehalt von 30°, eine Verhinderung der Fibrin- 
bildung. Sie lieBen dabei die Frage offen, ob die Umwandlung des 
Fibrinogens durch die Anwesenheit des Harnstoffs tiberhaupt verhindert 
wird, oder ob dieser das unter Einwirkung des Thrombins etwa gebildete 
Umwandlungsprodukt nur in Lésung halt. 

a Wir setzten die Untersuchungen in dieser Richtung fort. Dabei j 
wandten wir uns zunachst Versuchen iiber den Einflu8 niederer Harn- 
stoffkonzentrationen zu. 

Versuch 9. 16. Oktober 1937. Es wurde die Gerinnungszeit von 5 cem 
Fibrinogenlésung mit 1 eem Thrombinlésung bei 37° bestimmt: Sie betrug 
4 Minuten. Daraufhin wurden je 5 ccm 
Fibrinogenlésung mit einem Harnstoffgehalt 60 
von 2,5, 5, 7,5, 10 und 15% gleichfalls Min 
4 Minuten der Einwirkung von je 1 cem 
Thrombinlésung ausgesetzt. Dabei war keine od 

. Gerinnung zu beobachten. Diese trat aber 
ein, nachdem —- unter Zusatz von Hirudin 40 
zur Verhinderung einer nachtriglichen Ein- 4 
wirkung des Thrombins - der Harnstoff i) 
durch Dialyse gegen 0,9°%ige NaCl-Lésung 62 

. entfernt worden war. a 

t Wahrend die bei der Dialyse abge- 
schiedenen Fibringallerten der Lésung mit 

s 2,5 bis 10° Harnstoff mengenmaBig gleich 10 4 

r waren, schied sich aus der Lésung mit 15°, i” « 

1 Harnstoff weniger Fibrin ab. a a 

OF ESE Se TE 

, Dieses Ergebnis der Versuche beweist, uy 

n : 

: daB bei Harnstoffkonzentrationen bis zu etwa Abb. 3. 

15 % nicht die Umwandlung des Fibrinogens Zu Versuch 10: Gerinnungszeiten 

0 . “ze . GZ einer 1,34 °/oigen Lésung von 

° in Fibrin, sondern nur die Ausflockung des qebwcrnaiie weit aint 

= . Schweinefibrinogen unter Ein- 

0 trotz der Anwesenheit des Harnstoffs ge- wirkung von Thrombin als Funk- 

1 bildeten Fibrins verhindert wird. tion der prozentualen Harnstoff- 

. wis ae konzentration (,, im Gerinnungs- 

¢ Versuch 10. 16. Juli 1937. LaBt man system. Versuchstempera- 

g das Thrombin ldngere Zeit, als zur Gerinnung tur 37°C. 

i unter normalen Bedingungen notwendig ist, 
auf das Fibrinogen wirken, so tritt bis zu Konzentrationen von etwa 
12,5% Harnstoff noch Gerinnung ein. Dabei werden die Gerinnungszeiten 
aber immer linger (Abb. 3). 

, 

. Schwieriger wird die Untersuchung des Gerinnungsverlaufes bei 

; Harnstoffkonzentrationen iiber 20°. Denn aus dem ersten Teil unserer 
Untersuchungen geht hervor, daB diese Konzentrationen bei 37° eine 
schnelle Denaturierung des Fibrinogens bewirken. Um festzustellen, 
ob das Thrombin auf eine Fibrinogenlésung, die mehr als 20 °%, Harn- 
stoff enthalt, noch wirken kann, bedienten wir uns folgender Be- 
funde: Einmal hatten wir festgestellt, daB bei tiefen Temperaturen 

d 

J 
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die Denaturierung durch Harnstoff auBerordentlich langsam verlauft 
(Versuch 2, Versuch 6). Die verzégernde Wirkung der niederen Tem 
peratur auf die Umwandlung des Fibrinogens durch das Thrombin 
ist dagegen — bei der Wirksamkeit der von uns verwendeten Praparate 
und den Konzentrationen dieses Stoffes — wesentlich geringer: D. h. wenn 
das Thrombin bei Harnstoffkonzentrationen tiber 20°, noch auf das 
Fibrinogen wirken kann, miissen wir das bei Temperaturen um 4° fest- 
stellen kénnen, da bei dieser Temperatur, selbst bei langdauernder Ein- 
wirkung des Harnstoffs, praktisch keine Denaturierung des Fibrinogens 
durch den Harnstoff stattfindet. AuBerdem ist aber auch bei héheren 
Temperaturen bei den von uns verwendeten Thrombinpraparaten 
deren Wirkung der des Harnstoffs (20 bis 40°) tiberlegen. 

Versuch 11, 29. Juni bis 1. Juli 1937. Es wurden deshalb 20 bis 40°, 
Harnstoff enthaltende Fibrinogenlésungen bei 4, 22 und 37°C 17. bis 
20 Stunden bzw. 1 Stunde bzw. 15 Minuten der Einwirkung von Thrombin 
ausgesetzt. Vor der Dialyse zur Harnstoffentfernung versetzten wir die 
eine Halfte der Versuche zur Vermeidung nachtraglicher Einwirkung des 
Thrombins auf die harnstofffreie Fibrinogenlésung mit Hirudin. Das Ver- 
halten bei der Dialyse geht aus der Tabelle V hervor. 


Tabelle V. Hemmende Wirkung des Harnstoffs auf die Thrombin- 
gerinnung des Fibrinogens. 
System: 5cem Fibrinogenlésung + 0,5 cem Thrombinlésung + Harnstoff 
variabler Konzentration. 





Temperatur: 40 220 370 





Einwirkungsdauer: 17 bis 20 Std. 1 Std. 15 Min. 

Harnstoffgehalt Verhalten der Lisung nach Entfernung des Harnstoffs 

f ar Dialyse i 

a ee mit ohne mit ohne mit ohne 
9/9 Hirudin Hirudin Hirudin Hirudin Hirudin Hirudin 
30 Gg. Gg. Gg. 

? DF 
-~* . ” ’”° 
20 Fl. 2 Re x Gg. y 
15 Gg. oi os = o> ye 
10 Geronnen vor der Dialyse 


DaB die Verz6gerung der Fibrinausscheidung bei 10° Harnstoff 
sowie die Verhinderung der Umwandlung des Fibrinogens durch Thrombin 
bei Harnstoffkonzentrationen iiber 25°, keine Folge des Auftretens einer 
alkalischen Reaktion (Beck und Schormiiller, Lewis und Burrow) ist, wurde 
bewiesen durch die Kontrolle der pa-Werte der Lésung wahrend der 
Reaktion: Sie blieben unverandert bei etwa py = 7. 

Das wichtigste Ergebnis dieser Versuche ist, da von 25 °, Harnstoff- 
gehalt an aufwarts in den vor der Dialyse mit Hirudin versetzten 
Lésungen nach Entfernung des Harnstoffs keine Gerinnung erfolgte, 
wihrend das bei niedrigeren Harnstoffkonzentrationen der Fall ist. 
Dies bedeutet, dag oberhalb von etwa 25%, Harnstoffgehalt die Um- 
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wandlung des Fibrinogens vollstdindig verhindert und nicht lediglich ein 
etwa durch Thrombineinwirkung entstandenes labileres Umwandlungs- 
produkt des Fibrinogens in Lésung gehalten wird. 

Es scheinen also Warme- und Thrombinwirkung auf das Fibrinogen 
in ihrem Verhalten gegen Harnstoff im wesentlichen tibereinzustimmen : 
Harnstoffkonzentrationen unter etwa 20 bis 25°, verhindern beide 
Vorginge nicht, sondern erhéhen nur die Léslichkeit der gebildeten 
Umwandlungsprodukte. Oberhalb von etwa 20 bis 25°, Harnstoff 
wird die Thrombinumwandlung des Fibrinogens ebenso wie die spontane 
Denaturierung und die Denaturierung durch Erwarmen auf 56° ver- 
hindert und die langsamere Denaturierung des EiweiBes durch Harnstoff 
tritt an deren Stelle. 


ce) EinfluB des Harnstoffs auf die Fallung des Fibrinogens durch 
Salze, Alkohol, Tannin und Sulfosalicylsaure. 


Die folgenden Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 
Der Zusatz des Fiallungsmittels erfolgte sogleich nach Zugabe des 
Harnstoffs zur Fibrinogenlésung. 


Die reversiblen Fallungen durch Kochsalz, Ammonsulfat und Alkohol 
benétigen eine gréBere Menge Fallungsmittel fiir harnstoffhaltige Fibri- 
nogenlésungen als fiir harnstoffreie, ebenso die irreversiblen Fallungen mit 
0,1 %iger Tanninlésung und 20° iger Sulfosalicylsaurelésung. Durch einen 
entsprechenden Uberschu8 an Fiallungsmittel konnten wir aber auch in 
40% Harnstoff enthaltenden Fibrinogenlésungen Niederschlage mit diesen 
Reagenzien bekommen. 

Um den HarnstoffeinfluB bei unverainderter Konzentration zu unter- 
suchen, versetzten wir die harnstoffhaltige Fibrinogenlésung mit der an 
Harnstoff gleichprozentigen des Fallungsmittels. Dann wurde um einen 
EinfluB des Fallungsmittels nach Entfernung des Harnstoffs zu vermeiden 
durch Dialyse gegen eine 0,9 °4ige Kochsalzlésung entsprechenden Harnstoff- 
gehalts das Fallungsmittel und endlich durch weitere Dialyse gegen 0,9 °Sige 
NaCl-Lésung der Harnstoff entfernt. Es kam bei Zugabe des Fallungs- 
mittels von etwa 10% Harnstoffgehalt an nicht mehr zur Niederschlags- 
bildung, und zwar weder durch Salzlésung oder Alkohol noch durch Tannin- 
oder Sulfosalicylsiurelésung. 

Bei der Dialyse entstanden in den tanninbehandelten fivrinogen- 
l6sungen mit 40°, in den alkoholbehandelten mit 20 und 40% Harnstoff- 
gehalt geringe Niederschlage. Vermutlich stammen diese Fallungen aus 
bereits harnstoffdenaturiertem Fibrinogen. Die Frage nach der Herkunft 
der Niederschlage bedarf aber noch genauerer Untersuchung. Sicher 
konnte bis jetzt nur festgestellt werden, daB NaCl-Fallungen aus harnstoff- 
denaturiertem Fibrinogen in physiologischer NaCl-Lésung unléslich sind 
(vgl. hierzu Versuch 15). Auch Meissner und Wéhlisch miissen mit bereits 
denaturiertem Fibrinogen gearbeitet haben, als sie feststellten, daB Koch- 
salzfallungen aus 30°, Harnstoff enthaltenden Fibrinogenlésungen irre- 
versibel sind. 

SchlieBlich sei an dieser Stelle erwahnt, daB die Ausfallung des Fibri- 
nogens durch Verdiinnen seiner 0,9°, NaCl enthaltenden Lésungen mit 
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destilliertem Wasser durch Harnstoff in der gleichen Weise beeinfluBt wird 
wie die Hitze- und Thrombingerinnung: Bei 10°, Gehalt an Harnstoff 
erhalt man noch eine Fallung, bei 20°, eine ganz geringe Ausscheidung 
und bei 30° bleibt die Lésung klar. 


3. Verhalten der Fibrinogenumwandlungsprodukte gegen hochprozentige 
Harnstofflésungen. 
a) Verhalten der Hitzedenaturierungsprodukte des Fibrinogens 
gegen hochprozentige Harnstofflésung. 

Bei den Versuchen iiber die Léslichkeit der durch Hitzeeinwirkung 
erzeugten Denaturierungsprodukte des Fibrinogens (Hitzefibrin) in 
konzentrierten Harnstofflésungen gingen wir folgendermaBen vor: 

Je 5cem Fibrinogenlésung wurden im Wasserbad verschieden lange 
Zeit auf 56° erwirmt. Die entstandenen Flocken wurden abfiltriert und 
griindlich mit physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen. Dann wurden 
sie mit jeweils 5cem 30 oder 40°%iger Harnstofflésung versetzt und bei 
verschiedenen Temperaturen verschieden lang darin gelassen. 

Zusammenfassend lit sich iiber diese noch nicht véllig ab- 
geschlossenen Versuche einstweilen sagen, daB das Hitzefibrin sich gegen 
hochprozentige Harnstofflésungen sehr verschieden verhalt, denn es ist 
in diesen entweder gar nicht, nur teilweise oder auch vollstdndig léslich. 
Bisweilen ist in den so erhaltenen Lésungen das denaturierte Fibrinogen 
durch den Harnstoff nur dispergiert und fallt dann bei dessen Ent- 
fernung durch Dialyse vollstandig Wieder aus. In anderen Fallen aber 
wird anscheinend das Hitzefibrin durch den Harnstoff wenigstens 
teilweise renaturiert, wie dies ja fiir andere EiweiBk6rper auch be- 
schrieben ist: Bei der Dialyse fallt nur ein Teil der gelésten Substanz 
wieder aus. Das in Lésung verbleibende EiweiB zeigt die Eigenschaften 
des nativen Fibrinogens, d.h. es flockt bei 56° aus und gerinnt mit 
Thrombin. Ob es zur Renaturierung kommt oder nicht, ist auch bei 
gléichen Versuchsbedingungen nicht vorauszusagen. 

Behandelt man das wiarmedenaturierte Fibrinogen mit  hoch- 
prozentigen Harnstofflésungen bei der Temperatur von etwa 100°, 
so geht das ganze oder fast das ganze Material in Lésung. In diesem 
Falle entsteht bei der Dialyse kein Niederschlag. Die harnstoffreie 
Lésung gibt die EiweiBreaktion mit Sulfosalicylsiure, kann auch durch 
Halbsittigung mit Kochsalz oder Ammonsulfat gefallt werden, jedoch 
entsteht keine Fallung beim Erwarmen auf 56° und keine Gerinnung 
bei Zusatz von Thrombin. Mit Essigséure entsteht eine Fallung, die aber 
im Gegensatz zum Verhalten des nativen Fibrinogens im UberschuB 
der Saure nicht léslich ist. Die Lésung gibt keine Nitroprussidreaktion. 


b) Verhalten des Thrombinfibrins und seiner léslichen Vorstufe 
gegen hochprozentige Harnstofflésungen. 


Versuch 12. 1. November 1937. Durch Schlagen von Blut gewonnenes 
Schweinefibrin wurde mit 40° ,iger Harnstofflésung in drei verschiedenen 
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Ansatzen behandelt: Emmal ohne es vorher auszuwaschen, zweitens nach- 
dem es mit Wasser und drittens nachdem es mit Ringerlésung griindlich 
gewaschen worden war. Nach 40stiindigem Stehen bei 37 bzw. 4° waren 
die Gerinnsel etwas gequollen und durchsichtiger geworden. Die ab- 
filtrierten Lésungen gaben nach der Entfernung des Harnstoffs durch 
Dialyse gegen 0,9°% ige NaCl-Lésung keine Niederschlige und von den 
Lésungen gab nur die von ungewaschenem Fibrin zwar eine Fallung mit 
Sulfosalicylsiure, aber keine Flockung beim Erwarmen auf 56 und 60° 
und keine Gerinnung mit Thrombin. Eine zweite gleiche Ansatzreihe wurde 
nach mehrwoéchigem Stehen bei 25° in der gleichen Weise untersucht. Auch 
hier konnte kein in Lésung gegangenes Fibrin nachgewiesen werden. 

Zuweilen geht aber doch ein geringer Teil des Fibrins in Lésung. 
Wir beobachteten eine solche Léslichkeit in den folgenden Versuchen: 

Versuch 13. 4. Dezember 1937. Je 5cem Schweinefibrinogenlésung 
wurden der Wirkung von je 1 cem Thrombinlésung bei 37° ausgesetzt. Wir 
entfernten das sich ausscheidende Fibrin nach 5, 10 und 30 Minuten. Die 
Gerinnsel wurden mit 0,9°%iger NaCl-Lésung nachgewaschen, dann mit 
je 5eem 40% iger Harnstofflésung versetzt und ein Teil bei 37°, der andere 
bei 20° 24 Stunden aufbewahrt. Der gré8te Teil des Fibrins blieb ungelést. 
Die abfiltrierten Lésungen gaben bei der Dialyse zur Entfernung des Harn- 
stoffs geringe Flockungen. Die Restlésungen zu diesen Flockungen waren 
eiweiBfrei, eine Renaturierung hatte also nicht stattgefunden. 

Eine vollstandige Auflésung des Thrombinfibrins, wie sie von 
Limbourg (2) beschrieben wird, konnten wir jedoch in hochprozentigen 
Harnstofflésungen nicht feststellen. 

Versuch 14. 1. November 1937. Behandelten wir durch Zugabe von 
Thrombin zu Schweinefibrinogenlésungen erhaltene Fibringerinnsel nach 
dem Auswaschen mit physiologischer NaCl-Lésung mit 40 °,iger Harnstoff- 
lésung bei 100°, dann léste sich der gréBte Teil. Die dialysierte Lésung war 
in diesem Falle niederschlagsfrei, sie gab die EiweiBreaktion mit Sulfo- 
salicylsaure, Fallungen bei Halbsattigung mit NaCl, aber keine Flockung 
bei 56° und keine Thrombingerinnung. Dieses Verhalten stimmt iiberein mit 
dem der in gleicher Weise behandelten Fibrinogenhitzeflockungen. 

Bei Untersuchungen iiber die Léslichkeit von Fibrinogen, das bei 
Gegenwart von 10°, Harnstoff mit Thrombin behandelt worden war, 
konnten wir einen wesentlichen Befund erheben. Schon im zweiten 
Teil unserer Arbeit erwahnten wir, daB bei Gegenwart von etwa 10°, 
Harnstoff die Umwandlung des Fibrinogens in die Vorstufe des Fibrins 
zwar vor sich geht, die Ausfallung bei diesem Gehalt an Harnstoff aber 
stark verzégert ist. Wir hatten auBerdem gefunden, daB harnstoff- 
denaturiertes Fibrinogen durch Fallung mit geséttigter NaCl-Lésung 
in einer Form ausgeschieden wird, in der es zwar in 40 °,iger Harnstoff- 
lésung, nicht mehr jedoch in 0,9°%iger NaCl-Lésung sich aufléste. Es 
interessierte uns nun, ob sich in dieser Hinsicht durch Harnstoff in 
Lésung gehaltenes Thrombinfibrin und harnstoffdenaturiertes, durch 
Harnstoff in Lésung gehaltenes Fibrinogen gleich verhalten. 

Versuch 15. 13. Oktober 1937. Es wurden zu diesem Zwecke je 10 ccm 
Schweinefibrinogenlésung mit 10, 20 und 40% Harnstoffgehalt der Ein- 
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wirkung von | cem Thrombinlésung 3 Stunden ausgesetzt. Darauf wurd: 
das Eiwei8 durch Zusatz gesattigter NaCl-Lésung vollstandig ausgefallt 
und dann abzentrifugiert. In der einen Halfte der Ansatze behandelten wi 
die Niederschlage nach griindlichem Auswaschen mit 0,9 °%iger NaC}- 
Lésung mit je 5cem 40 %iger Harnstofflésung, in der anderen — natiirlich 
ohne vorheriges Auswaschen -— mit je 5 ccm 0,9 %iger NaCl-Lésung einige 
Minuten bei Zimmertemperatur. 

Dabei zeigte sich, daB sowohl die bei Gegenwart von 10°, Harnstoft 
durch Thrombin gebildete lésliche Vorstufe des Fibrins als auch das harn 
stoffdenaturierte Fibrinogen in 40°,iger Harnstofflésung léslich ist. Be: 
der Dialyse dieser Lésungen fiel ein groBer Teil des EiweiBes wieder aus. 
Die Restlésungen zu diesen Niederschlagen wurden auf ihr Verhalten gegen 
Sulfosalicylsiure- und Thrombinlésung sowie beim Erwiarmen auf 56° 
untersucht. Die Lésungen gaben zum Teil Fallungen mit Sulfosalicylséure 
und gerannen teilweise bei Zugabe von Thrombinlésung bzw. koagulierten 
beim Erwairmen auf etwa 56°, d.h. es war anscheinend teilweise Renatu- 
rierung eingetreten. 

In 0,9°%iger NaCl-Lésung waren sowohl die Fallung der Vorstufe 
des Thrombinfibrins, als auch die Fallung des harnstoffdenaturierten Fibri- 
nogens unléslich. 

Hat sich jedoch das Thromhinfibrin auch bei Gegenwart von 10°, 
Harnstoff einmal aus der Lésung abgeschieden, so verhalt es sich gegen 
40% ige Harnstofflésung wie das bei Abwesenheit von Harnstoff aus- 
geschiedene Fibrin, d.h. es ist nahezu unléslich darin und nicht rena- 
turierbar. 

Wl. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Untersuchung von Meissner und Wohlisch iiber den EinfluB 
hydrotroper Substanzen, insbesondere des Harnstoffs, auf das Fi- 
brinogen und die Blutgerinnung sowie auch die vorliegende Arbeit wurden 
unternommen, um neues Material zur Klarung der noch immer strittigen 
Frage nach dem Wesen des Thrombins und der durch dieses hervor- 
gerufenen Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin beizubringen. 

Bekanntlich war die Lehre Alexander Schmidts, der das Thrombin 
als ein Ferment ansprach, noch vor etwa 10 Jahren fast vollstandig 
verlassen; in zahlreichen neu aufgestellten Blutgerinnungstheorien 
die beziiglich der Einzelheiten untereinander zumeist in unvereinbarem 
Widerspruch standen wurde der Fermentcharakter des Thrombins 
ausdriicklich bestritten, ja einige Forscher (Nolf, Stuber) gingen soweit, 
das Thrombin fiir ein mehr oder minder bedeutungsloses Nebenprodukt 
der Gerinnung, anstatt fiir deren auslésende Ursache zu erklaren. 

Erst ungefahr seit der Zeit, als Wéhlisch (20) in einer ausfiihrlichen 
kritischen Darstellung der Blutgerinnungslehre den Nachweis erbrachte, 
da®B keiner der gegen die Fermentnatur des Thrombins angefiihrten 
Griinde wirklich stichhaltig ist, beginnt die alte Fermentlehre Schmidts 
langsam wieder an Boden zu gewinnen. 

Wéhlisch (21) (22) auBerte schon 1923 in Form einer Arbeits- 
hypothese die Auffassung, das Thrombin sei ein fermentartiger spezifi- 
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scher Katalysator der spontanen Denaturierung des Fibrinogens, also 
eine ,,Fibrinogendenaturase** [diese Bezeichnung wurde erstmalig 1934 
in einer Arbeit von Strughold und Wéhlisch (23) gebraucht] und suchte 
in mehreren spateren Arbeiten Belege hierfiir zu erbringen. Hinaus- 
gehend iiber die friiher meist iibliche, sehr allgemeine Angabe, das 
Thrombin sei ein eiweiBspaltendes Ferment, wurde hier erstmalig der 
Versuch gemacht, dem Thrombin eine wohldefinierte Funktion, namlich 
die Beschleunigung der bereits vielfach eingehend untersuchten, iiberaus 
wichtigen Reaktion der Eiweifdenaturierung zuzuordnen. Es _blieb 
dabei einstweilen eine offene Frage, ob die Denaturierung eine echte 
KiweiBspaltung vorstellt oder nicht [vgl. hierzu z. B. Pauli (24), 
Spiegel- Adolf (25), Wu (26), Haurowitz (27)). 

Fiir den Denaturasencharakter des Thrombins sprechen nach Wéhlisch 
folgende Befunde: 

1. Die durch spontane Denaturierung, durch Hitzeeinwirkung und 
durch Thrombineinwirkung aus dem Fibrinogen entstehenden Gele 
weisen auBerordentliche Ahnlichkeit untereinander auf [Wdéhlisch (22)}. 

2. Die Thrombingerinnung wird durch eine vorsichtige unvoll- 
stindige Vordenaturierung des Fibrinogens — Erwairmung auf Tem- 
peraturen etwas unterhalb des Koagulationspunktes und nachfolgendes 
Wiederabkiihlen — stark beschleunigt [Wéhlisch (22)]. 

3. Der isoelektrische Punkt des durch Thrombineinwirkung ge- 
wonnenen Fibrins und anscheinend ebenso der des hitzedenaturierten 
Fibrinogens ist naher nach dem Neutralpunkt zu gelegen, als der des 
genuinen Fibrinogens [{Wdéhlisch (21), (28)]. 

4. Durch Atherextraktion des Fibrinogens wird dessen Denatu- 
rierung durch Hitze und Alkohol wesentlich erschwert, seine Angreifbar- 
keit durch Thrombin, nicht aber durch gewéhnliche Proteasen (Pepsin, 
Trypsin) aufgehoben [Wéhlisch (29), Wéhlisch und Kiesgen (30)]. Die 
Erschwerung bzw. Aufhebung der Hitze- und Alkoholdenaturierung 
des EiweiBes war erstmalig am EiereiweiB von Bancroft und Rutzler (31) 
nachgewiesen worden. 

Die Untersuchungen iiber das Thrombin fanden ihre Erganzung 
durch Arbeiten allgemeinerer Art, so z. B. iiber die von Waldschmidt- 
Leitz (32) vermutete Verwandtschaft des Thrombins mit der Trypsin- 
kinase [Strughold und Wohlisch (23)], iiber die Frage des Calciumgehalts 
des Thrombins [{ Kastl (33), Weitnauer und Wdhlisch (34)| und iiber dessen 
Reaktionskinetik [W6hlisch, Diebold und Kiderlen (35)}. 

Auf Grund einer Nachpriifung und Erweiterung der alteren Befunde 
von Wéhlisch schloB sich Klinke (36) der Auffassung des Thrombins 
als Fibrinogendenaturase an, ebenso A. Fischer (37) und neuerdings 
Apitz (38). 
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Fiir den Denaturasencharakter des Thrombins sprechen, wie uns 
scheint, auch einige Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 

Es ist dies vor allem der Nachweis, daB durch Thrombin gebildetes 
Fibrin ebenso wie hitzedenaturiertes und harnstoffdenaturiertes Fibrinogen 
einen positiven Ausfall der fiir denaturiertes Eiweif kennzeichnenden 
Hopkinsschen Nitroprussidreaktion ergeben. 

In der Arbeit von Meissner und Wéhlisch konnte noch nicht entschieden 
werden, obdie Verhinderung der Thrombingerinnung des Fibrinogens ledig- 
lich darauf beruht, daB die durch Thrombineinwirkung aus dem Fibrinogen 


gebildete Vorstufe des Fibrins Apitz bezeichnet diese zweckmabig 
als Profibrin — durch den Harnstoff in Lésung gehalten, oder ob die 


Umwandlung des Fibrinogens in das Profibrin iiberhaupt verhindert 
wird. Wir konnten den Nachweis erbringen, dai Harnstoff in hohen 
Konzentrationen dem Fibrinogen sowohl gegen die Umwandlung durch 
das Thrombin wie auch gegen die spontane Denaturierung Schutz verleiht. 
Auch dieser Befund kann zwanglos im Sinne der Auffassung von 
Wohlisch gedeutet werden. 

Unser Befund, daB durch weniger hohe Harnstoffkonzentrationen 
nicht die Umwandlung des Fibrinogens, sondern nur die Ausscheidung 
des gebildeten Profibrins verhindert wird, diirfte eine Verfeinerung der 
reaktionskinetischen Untersuchungen der Thrombinwirkung zulassen. 
Diese litten bisher unter dem auch von Apitz richtig erkannten Ubel- 
stand, daB auf Grund einer Messung der Gerinnungszeiten des aus Fi- 
brinogen und Thrombin bestehenden Systems eigentlich keine exakten 
Aussagen tiber die Geschwindigkeit der Fibrinogenumwandlung méglich 
sind, da sich auf die Gerinnungszeit sowohl die Umwandlungsgeschwin- 
digkeit des Fibrinogens wie auch die Ausscheidungsgeschwindigkeit 
des gebildeten Reaktionsproduktes auswirken miissen. Uber Unter- 
suchungen in dem hier angedeuteten Sinne“hoffen wir bald berichten 
zu kénnen. 

Die Feststellung, daB die Léslichkeit des hitzedenaturierten Fi- 
brinogens (Hitzefibrins) in Harnstoff gréBer ist als die des Thrombin- 
fibrins, steht in guter Ubereinstimmung mit den Angaben von Klink 
und Ballowitz (36), die einen gleichsinnigen Unterschied der beiden 
Produkte hinsichtlich der Léslichkeit in 0,05 n Natronlauge fanden. 

Endlich méchten wir darauf hinweisen, daB entgegen allen Er- 
wartungen das Fibrinogen im Plasma ein véllig anderes Verhalten 
gegeniiber hohen Harnstoffkonzentrationen aufweist, wie das Fibrinogen 
der Fibrinogenlésungen: Nach Untersuchungen des einen von uns (39) 
fiihrt Harnstoffzusatz zum Plasma in einigen Tagen ein vdlliges Ver- 
schwinden des Fibrinogens herbei, anstatt dieses wie in den gereinigten 
Fibrinogenlésungen zu konservieren. Die weitere Aufklarung dieses 
sehr auffallenden Befundes wird noch von uns bearbeitet. 
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Zusammenfassung. 

In Erganzung einer Arbeit von Meissner und Wéhlisch wurde der 
EinfluB des Harnstoffs auf das Fibrinogen und dessen Zustands- 
anderungen sowie die dabei gebildeten Umwandlungsprodukte ein- 
gehender untersucht. Die Arbeit hatte im wesentlichen folgende 
Ergebnisse : 

1. Harnstoff bewirkt, insbesondere bei Temperaturen oberhalb 
von 30°, eine Denaturierung des Fibrinogens. Diese erfolgt in Fibrinogen- 
lésungen von hinreichender Konzentration (mehr als etwa 1°) bei 
Anwesenheit von etwa 20 °, Harnstoff unter Gelbildung, wihrend héhere 
Harnstoffkonzentrationen (mehr als etwa 25°) das gebildete Denatu- 
rierungsprodukt in Lésung halten. 

2. Bei tiefen Temperaturen (4°) verlauft die Denaturierung durch 
Harnstoff auBerordentlich langsam. Es wird sogar in diesem Falle 
das Fibrinogen durch den Harnstoff bis zu einem gewissen Grade gegen 
die Spontandenaturierung geschiitzt, so daB der Harnstoff unter diesen 
Bedingungen geradezu als Konservierungsmittel des Fibrinogens 
dienen kann. 


3. Der Verlauf der Denaturierung wurde durch Triibungsmessungen 
mit dem Stufenphotometer verfolgt. Diese Versuche ergaben, dab 
beziiglich denaturierender und léslichkeitssteigernder Wirkung beim 
Harnstoff ganz gleichartige Verhaltnisse vorliegen, wie sie Meissner 
und Wéhlisch bei der Einwirkung des Natriumsalicylats auf das Fi- 
brinogen gefunden hatten, mit dem einen Unterschied, daB die De- 
naturierung durch Harnstoff viel langsamer verliuft. Wahrend die 
Triibungskurve von Fibrinogen-Salicylatgemischen sofort ein Triibungs- 
maximum bei einer bestimmten Salicylatkonzentration ergibt, bildet 
sich in Fibrinogen- Harnstoffgemischen ein derartiges Triibungsmaximum 
erst allmahlich aus. 


4. Sowohl die durch Warme- oder Harnstoffeinwirkung auf das 
Fibrinogen entstandenen Denaturierungsprodukte, wie auch das durch 
Thrombin gebildete Fibrin geben eine positive Nitroprussidreaktion. 


5. Die Hitzedenaturierung des Fibrinogens scheint durch hohe 
Harnstoffkonzentrationen eine Hemmung zu erleiden. 


6. Niedrigere Harnstoffkonzentrationen (unterhalb von etwa 20 
bis 25 °/,) verzégern bzw. verhindern zwar die Gerinnung des Fibrinogens 
durch Thrombin, heben jedoch nicht dessen Umwandlung auf. Die 
Harnstoffwirkung besteht in diesem Falle lediglich in einer Erschwerung 
der Ausscheidung des gebildeten Umwandlungsproduktes. Harnstoff- 
konzentrationen iiber etwa 20 bis 25%, vermégen dagegen die Um- 
wandlung des Fibrinogens durch Thrombin iiberhaupt zu verhindern. 

Biochemische Zeitschrift Band 296. 27 











408 W. Diebold u. L. Jiihling: 


7. Oberhalb einer Harnstoffkonzentration von etwa 10° ent- 
stehen in Fibrinogenlésungen keine Fallungen durch Salze, Alkohol, 
Tannin und Sulfosalicylsiure. Kochsalzfallungen aus Lésungen von 
harnstoffdenaturiertem Fibrinogen sind in physiologischer Kochsalz- 
lésung unléslich. 

8. Hitzedenaturiertes Fibrinogen verhalt sich gegen hochprozentige 
Harnstofflésungen verschieden, da es in diesen entweder gar nicht. 
nur teilweise oder vollstandig léslich ist. Bisweilen konnte eine an- 
scheinende Renaturierung des aufgelésten Materials durch die Harnstoff- 
einwirkung beobachtet werden, wie dies auch fiir andere EiweiSkérper 
beschrieben worden ist. Erfolgt die Auflésung des hitzedenaturierten 
Fibrinogens in Harnstofflésungen von ungefihr 100°, so zeigt das 
geléste Material besondere, in der Arbeit naher beschriebene Eigen- 
schaften. 

9. Das durch Thrombineinwirkung gebildete Fibrin ist in konzen- 
trierten Harnstofflésungen meist praktisch unléslich, nur _bisweilen 
konnte eine geringe Léslichkeit festgestellt werden. Bei 100° lést sich 
der gréBte Teil des Fibrins in der Harnstofflésung. Das geléste Material 
zeigt die gleichen Eigenschaften wie das durch Auflésung _hitze- 
denaturierten Fibrinogens bei 100° erhaltene Material. 

10. Die in Gegenwart von 10% Harnstoff durch Thrombin- 
einwirkung aus Fibrinogen gebildete lésliche Vorstufe des Fibrins und 
das durch Harnstoffeinwirkung entstandene lésliche Denaturierungs- 
produkt des Fibrinogens zeigen nach ihrer Ausfallung mit Kochsalz 
beziiglich ihrer Léslichkeit in Harnstoff- und Kochsalzlésungen tiberein- 
stimmende Eigenschaften. 

Es wird die Bedeutung der Ergebnisse fiir die Frage nach dem Wesen 


der Thrombinwirkung erértert. - 
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Uber ein Adenindinucleotid der Hef 
Di-(Adenosin-5'-phosphorsiure)'. 
Von 
W. Kiessling und 0. Meyerhof. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 16. Mdrz 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wie die Forschung der letzten Jahre ergab, stellen sowohl das 
Triphosphopyridinnucleotid? wie das Diphosphopyridinnucleotid’ Di- 
nucleotide dar, wobei jeweils die eine Halfte aus Adenylsaure (Adenosin- 
5’-phosphorséure) besteht. Infolgedessen lag die Annahme nahe, dal} 
auch das frei vorkommende Adeninnucleotid ganz oder teilweise als 
Dinucleotid vorliegt. Es wurde*verschiedentlich die Ansicht geaéuBert. 
daB neben der Adenosintriphosphorsiure von K.Lohmann* Adenosin- 
polyphosphorséuren dieser Art vorkémen, sei es, daB die Adenosin- 
triphosphorsaure selbst ein Doppelmolekiil bilde, sei es, daB sie mit 
der spater entdeckten Adenosindiphosphorsaéure® zu einer Diadenosin- 
pentaphosphorsiure verkniipft sein kénnte®. Wie jedoch K. Loh- 
mann und Ph. Schuster aus diesem Institut kiirzlich zeigten, ist dies 
nicht der Fall. Sowohl aus Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur wie 
roten Blutkérperchen wird monomolekulare Adenosintriphosphorsaure 
erhalten, bzw., wenn die Autolyse des Gewebes schon eingesetzt hat, 
Gemische aus Adenosintri- und -diphosphorséure. In diesen hypotheti- 
schen Diadenosinpolyphosphorsauren hatten die Ribosereste miteinander 
verkniipft sein miissen, da beide Phosphorsaurereste leicht hydrolysier- 
bares Phosphat hatten anlagern sollen. Dies geschieht nach allen bis- 
herigen Erfahrungen nur dann, wenn lediglich eine Veresterung der 
dritten Valenz der gebundenen Phosphorsiure an die Ribose vorliegt. 


Wir haben ein hiervon verschiedenes Dinucleotid der Hefe gefunden, 
bei dem nur die eine der beiden Phosphorsauren leicht hydrolysierbares 
Phosphat anlagern kann und das offenbar die Muttersubstanz der aus 


1 Vorl. Mitt. Naturwiss. 26, 13, 1938. --- 2? O. Warburg u. W. Christian, 


diese Zeitschr. 242, 206, 1931; 287, 440, 1936. — * Dieselben, ebenda 287. 
291, 1936; Huler, Adler u. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 241, 239. 
1936. — 4 Naturwiss. 17, 624, 1929. — °® K. Lohmann, diese Zeitschr. 282, 


120, 1935. —- ®° Embden bei Deuticke, Pfliigers Arch. 230, 537, 1932; P. Ostern, 
diese Zeitschr. 270, 1, 1934; P. Ostern u. T. Baranowski, ebenda 281, 157, 
1935; F. Beattie, Th. Milroy u. R. W. Strain, Biochem. J. 28, 84, 1934. 
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der Hefe isolierbaren Adenylsiure bzw. Adenosintriphosphorsaure 
darstellt. Wir lassen die Frage offen, ob die Verbindung auch in tieri- 
schen Organen vorkommt. Jedenfalls ist sie nicht identisch mit dem 
von den polnischen Forschern und auch sonst! zur Diskussion gestellten 
Dinucleotid. Unsere Verbindung miiBte bei den von den verschiedenen 
Autoren vorgenommenen Reinigungsprozeduren, insbesondere beim 
Fallen ohne besondere VorsichtsmaBregeln mit Schwermetallen (Hg, Ag) 
und Erdalkalimetallsalzen (Ba) und Auflésen dieser Fallungen in ver- 
diinnten Sauren, langst zerfallen sein. Gegeniiber den bisherigen Vor- 
stellungen iiber die umphosphorylierende Rolle des freien Adenylsaure- 
systems bedeutet unser Befund keine Veranderung, denn die_,,Di- 
(Adenosin-5’-phosphorsadure)-pyrophosphorsaure*‘ oder Diadenosintetra- 
phosphorsaure stimmt in ihrer Co-Fermentwirkung quantitativ mit der 
Adenylpyrophosphorsaure iiberein. 


I. Darstellung der Diadenosintetraphosphorsiure. 


Das Dinucleotid wurde in frischer Hefe bis jetzt nur in Form seiner 
nicht aufphosphorylierten Verbindung gefunden. Ob die Pyrophosphat- 
verbindung ebenfalls praformiert ist, ist wegen der praparativen 
Schwierigkeiten (Gehalt an Metaphosphat) unsicher. 

Das Dinucleotid wird durch Schwermetalle, vor allem Quecksilber 
und Blei sowie durch Erdalkalien in die beiden Komponenten 2 Mol 
Adenylsiure bzw. 1 Mol Adenylpyrophosphat + 1 Mol Adenylsaure 
gespalten. In neutralisierten Lésungen des Trichloressigsdurefiltrats 
geht der Gehalt an Dinucleotid ebenfalls im Laufe einiger Tage stark 
zuriick. Auch als isolierte Silberverbindung ist sie iiber Schwefel- 
siure im evakuierten Exsikkator nur kurze Zeit bestandig, die halt- 
barste Form ist bis jetzt die Rohfallung der Diadenosintetraphosphor- 
siure. Im folgenden wird die Herstellung der Rohlésung des Dinucleo- 
tids, die Aufesterung und die Gewinnung des reinen Silbersalzes der 
Diadenosintetraphosphorsaure beschrieben. 


1. Gewinnung der Rohlésung der Diadenosindiphosphorsdure. 


10 kg abgepreBte Hefe (Stamm RS der Léwenbrau A.-G. Miinchen) 
werden mit 2 Liter gekiihlter 40°(iger Trichloressigsiure verriihrt und 
enteiweiBt, der saiureunlésliche Riickstand sofort scharf zentrifugiert, die 
Lésung von 6 bis 6,5 Liter mit gesattigter Natronlauge gegen Lackmus 
neutralisiert, mit dem gleichen Volumen Alkohol und mit gesattigtem 
Bariumacetat in geringem Uberschu8 versetzt. Der Niederschlag wird 
abgetrennt, Ba mit K,SO, gefallt, die zentrifugierte Fliissigkeit im Vakuum 
bei 15 bis 20° auf 0,6 Liter eingeengt. In der eingeengten Lésung wird das 
Dinucleotid mit viel Verunreinigungen mit dem doppelten Volumen Alkohol 
sowie dem doppelten Volumen Aceton als Ol niedergeschlagen. Nach Ab- 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitsehr. 287, 291, 1936. 
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hebern der iiberstehenden Lésung wird das O1 in 0,7 Liter Wasser yelést 
und die letzten Reste Aceton und Alkohol im Vakuum verjagt. In diese: 
Rohlésung (0,6 Liter) wird der Gehalt an Dinucleotid mittels des Schmidt 
schen Desaminaseextraktes! oder durch Umesterung mit Phosphobrenz 
traubenséure bestimmt. (Vgl. das Folgende.) 

1 Mol Dinucleotid gibt 1 Mol NH, bzw. nach Aufesterung 2 Mol leicht 
abspaltbares (7 Minuten) Phosphat. Pro 10 kg Hefe schwankte die Menge 
leicht abspaltbaren Phosphats zwischen 150 und 200 mg P,O;, was 50 bis 
70°, des urspriinglichen Gehalts an dem gesamten Adeninnucleotid de: 
frischen Hefe entspricht. Diese enthilt etwa 30mg durch Desaminase 
abspaltbaren Stickstoff. 


2. Aufesterung des Dinucieotids zur Pyrophosphatverbindung. 


Als Ferment dient ausdialysierter Extrakt, der aus dem Aceton- 
pulver frischen Muskelextrakts hergestellt war. Quelle des umzu- 
esternden Phosphats ist synthetische Phosphobrenztraubensaure. Die 
Aufesterung geschieht in folgender Anordnung: 


1,2 Liter Rohlésung aus 10 kg Hefe werden mit 120 cem 14 bis 
20 Stunden dialysiertem Extrakt, 40 cem Phosphobrenztraubensaure, ent- 
haltend 0,4 g¢ P,O, und 60cem n° NaF zusammengegeben und 6 Minuten 
bei 20° gehalten. Dann wird mit 200 cem gekiihlter, 40 %iger Trichloressig- 
siure enteiweiBbt, sofort zentrifugiert und nach Abstumpfen bis zu schwach 
kongosaurer Reaktion das gebildete Nucleotidpyrophosphat mit 2 Teilen 
gekiihltem Alkohol und 2 Teilen Aceton niedergeschlagen und zentrifugiert. 
Der im allgemeinen klebrige Niederschlag wird iiber Nacht im Schwefel- 
siureexsikkator getrocknet. Er ist. von stark wechselnder Zusammen- 
setzung. Der Gehalt an leicht hydrolysierbarem Phosphat (7 Minuten) 
betragt, berechnet als P,O,;, 4 bis 10% des Gesamtgewichtes, die Ausbeute 
auf Grund des Desaminasewertes betragt etwa 65°, der in der Rohlésung 
vorhandenen Menge. 


3. Reindarstellung des Silbersalzes. 


Alle Operationen miissen wegen der Empfindlichkeit des Dinucleotid- 
pyrophosphats in stark gekiihlten Lésungen vorgenommen werden. Die 
fein gepulverte Rohfallung wird in 60 cem Wasser gelést, mit gesattigter 
Pikrinséurelésung in geringem UberschuB8 bei lackmussaurer Reaktion 
gefallt, der abzentrifugierte Niederschlag einmal mit Wasser gewaschen, 
die Hauptlésung sowie die Waschfliissigkeit vereinigt und mit 2 Teilen 
Alkohol und 2 Teilen Aceton gefallt. Der pulvrige, weiBe Niederschlag wird 
in Wasser gelést, bei kongosaurer Reaktion mit 1 bis 2 Tropfen 25 %iger 
Silbernitratlésung versetzt, um Spuren von Cl-Ion zu entfernen, das AgCl 
abgetrennt und die Substanz dann mit einem Uberschu8 von Silbernitrat 
unter Riihren rasch ausgefallt. Das weiBe Ag-Salz wird mit H,S (nicht 
mit HCl) zersetzt und die Silberfallung wiederholt. Die Verbindung ist 
dann meist schon analysenrein. Das Verhialtnis des leicht hydrolysierbaren 
Phosphats (7 Minuten) zum Veraschungswert des Phosphats betrigt 0,51 
bis 0,53, der Gesamtgehalt, berechnet als P,O;, 20 bis 22%. Die aus 
10 kg Hefe gewonnene Menge des Ag-Salzes (1,0 bis 1,5 g) entspricht 
50 bis 70% des Gehalts der Rohlésung. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 259, 1928. 
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II. Die chemischen Eigenschaften der Diadenosintetraphosphorsiure. 
1. Elementaranalyse. 

Die Analyse des Ag-Salzes ergibt 1P:5C:2,5N:1 Ag. Dieses 
Verhaltnis stimmt auf eine Verbindung aus 2 Mol Adenylsiure + 1 Mol 
Pyrophosphorsaure mit der Bruttoformel C,)H,,0;gNj9P,Ag,. Bei 
der Elementaranalyse macht die Bestimmung des Stickstoffs Schwierig- 
keiten. Nach Dumas und in der iiblichen Anordnung nach Kjeldahl 
werden nur 9 N gefunden. Erst bei Zusatz von 20 bis 30 mg Glucose 
und Anwendung einer gréBeren Menge Veraschungsfliissigkeit wird 
auch der zehnte Stickstoff erfaBbar. Dieselbe Schwierigkeit ergab 
sich spater bei der Stickstoffbestimmung der zweiten abgespaltenen 
Adenylsaure. 

Analysen. 
Cop Hey Org Nip Pg Ay (Mol-Gew. 1263,7). 

C,H: 4,025 mg, 1,92mg Substanz; 2,76mg, 133mg CQO,; 0.90, 
0,42 mg H,0O. 

18.74%, 18.89% C, 
2,50%, 2.44% H. 

N: 4,01, 3,93mg Substanz. 0,446, 0,414 mg Ny. 11,12%, 10,53 % Ng. 
P: 6,15 mg Substanz. 0,599 mg P, 9,74 °%, P (kolorimetrisch). Ag: 4,87 mg, 
5,334 mg Substanz. 2,17 mg, 2,43 mg AgCl, 33,56%, 34,29% Ag. 





Cc H N P Ag 
a Sere eee 18,99 1,91 11,08 9,82 34,13 
18,74 2,50 11,12 9,74 34,29 
Gefunden .............. 18,89 2,44 10,53 33,56 


2. Molekulargewichtsbestimmung. 

Um das Vorliegen eines bimolekularen Gemisches nach Art von 
zwei Adenosindiphosphorsaduren auszuschlieBen, wurde die Bestimmung 
der Gefrierpunktserniedrigung ausgefiihrt und das Mol.-Gew. unter 
Beriicksichtigung der [H'] berechnet!. 

Das Ag-Salz wurde mit H,S umgesetzt und in der entliifteten Lésung 
{H"] und die Gefrierpunktserniedrigung gemessen, 33,8 mg freie Saure 
pro ecem (aus dem P-Gehalt bestimmt) geben A — 0,125°; pH = 1,69 
entspricht 0,0204 Mol, 4—0,038°. Danach berechnet 4 —0,087°. Mol.-Gew. 
berechnet 725, theoretisch 836. Infolge der Empfindlichkeit des Ag-Salzes 
ist eine Beimengung fremder Ionen schwer zu vermeiden und erklart offenbar 
den etwas zu niedrigen Wert. 


3. Ammoniakbestimmung. 
Mit 1 Stunde dialysiertem Muskelextrakt: 1,01 mg 7’ P,O;. NH,-N gef. 
N (enzymatisch) 


7, 3 
- " a N (van Slyke) 
0,475 mg P,O;. NH,-N gef. 91; 98 y, ber. 957. Danach —, P.O. 
(i325 


1 Vgl. O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 287, 302, 1936. 


104 y, ber. 101 y. Danach 0,1. van Slyke-Bestimmuneg : 
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4. Hydrolysenkurve. 

Bei der Hydrolyse in n HCl bei 100° nach Lohmann findet man zwei 
leicht hydrolysierbare Phosphatreste (7 Minuten) und zwei schwerer 
hydrolysierbare, Das Verhaltnis ist also 1 ; 1, wihrend es bei Adenylpyro- 
phosphat 2:1 ist. Der schwerer hydrolysierbare Anteil wird wie 
Adenosin-5’-phosphorsiure gespalten, wihrend bei Adenosin-3’-phos- 
phorsaure (,,Hefeadenylsaiure‘‘) dieser Anteil hatte leichter hydrolysier- 
bar sein miissen (bei Hefeadenylsiure nach 7 Minuten 39,5°,, nach 
30 Minuten 88%, aufgespalten. Praparat von Boehringer wu. Sdhne). 

Hydrolysenwerte der Tetraphosphorsiure; 0,492mg P,O,_ in 
n HCl, 100°: 


7 Minuten 0,255 mg P,O;, aufgespalten in Prozenten 51,8 
5 














Me ns Oss, PAA iS a ‘i 56,! 
ey 0,325 ,, P, 0, * + » 66,2 
| 0,380 ,, POs, 9 9 - 77,4 
Me oy 0,414 ,, P,O,, ‘i + ‘a 84,3 
Vgl. Abb. 1. A - 
io oat 
604 bent Tanto | 
fi 

40 aos — — -_ 
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. Abb. 1. Hydrolysenkurve der Diadenosintetraphosphorsiiure in n HCl bei 100°. 
* @  » abgespaltene anorganische Phosphorséure. 





5, Elektrotitrationskurve. 

Uber die Zahl der freien Siurevalenzen und die Art ihrer Bindung 
gibt die Elektrotitrationskurve vor und nach alkalischer bzw. saurer Ver. 
seifung AufschluB. In der ungespaltenen Verbindung erhalt man vier 
Sauregruppen entsprechend der ersten Dissoziationsstufe der Phosphor- 
siure und eine saure Gruppe entsprechend der zweiten Dissoziations- 
stufe der Phosphorsiure. Nach Verseifung mit verdiinntem Alkali 
(3,3. 10-3n NaOH) kommt eine weitere Sauregruppe, entsprechend 
der zweiten Dissoziationsstufe der Phosphorsiure hinzu; nach saurer 
Hydrolyse werden im ganzen vier Saurevalenzen der ersten Stufe 
und vier Saurevalenzen der zweiten Stufe der Phosphorsaure fest- 
gestellt. 
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Die Titrationen werden in der 6fters beschriebenen Anordnung aus- 
gefiihrt, die freie Saure wird aus Silbersalz mit H,S hergestellt. Die alkalische 
Verseifung wird bei 100° und einer Anfangskonzentration von n/300 NaOH 
ausgefiihrt. Um das Fliissigkeitsvolumen nicht iiberma®ig zu vergréBern. 
wird n/10 NaOH in kleinen Mengen in Abstanden von 10 Minuten bis zu 
dem fiir die Spaltung berechneten Verbrauch zugesetzt. Nach dem Ab- 
kiihlen wird noch ein geringer Uberschufi von NaOH zugesetzt, bei der 
unverseiften Verbindung dieselbe Menge in der Kalte zugegeben, und 
nunmehr beide Lésungen mit n/20 HCl zuriicktitriert. Die Anfangs- 
konzentration des Nucleotids betrug ebenfalls n/20. Bei der Saurehydrolyse 
wurde die freie Saéure in zugeschmolzenen Réhrchen 3 Stunden bei 100° 
hydrolysiert und dann mit n/20 NaOH direkt titriert. Auf Abb. 2 sind 
die Elektrotitrationskurven vor und nach der Spaltung wiedergegeben 


(Abb. 2). 
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Abb. 2. Elektrotitrationskurve des Dinucleotids berechnet auf Phosphorsiureiiquivalente (zwischen 
pu 1 und py 10: 4 Mol Hy PO, & Siureiquivalente) titriert mit n/20 NaOH bzw. HCl. 


I +——+ ungespaltene Diadenosintetraphosphorsiure. 

Il @e——e nach Verseifung mit n,300 NaOH, zuriicktitriert mit n/20 HCl. Es ist 
1 Séurevalenz mit einem px von etwa 7 hinzugewonnen. 

o nach 3 Std. Hydrolyse der freien Siure (ohne HCl) bei 100° titriert mit 
n/20 NaOH. AuBer der Verstiirkung der 1. Dissoziationskonstanten sind 
noch 3 Valenzen der zweiten Dissoziationsstufe der Phosphorsiiure hinzu- 
gekommen und damit alle bis py 10 titrierbaren 8 Aquivalente der Phos- 
phorsiiurereste in Freiheit gesetzt. 


Ill o 





6. Adeninbestimmung. 

Nach 20 Minuten Hydrolyse in n Salzséure bei 100° werden mit Pikrin- 
siure 2 Mol Adeninpikrat gefunden. Aus P-Analyse ber. 8.8 mg Pikrat, 
gef. 8,05 mg Pikrat = 91,5%. 

FP. 290°, Misch-FP. mit Adeninpikrat (aus Adenylpyrophosphat) 288 
bis 289°. 

7. Ultraviolettabsorptionsspektrum. 

Das Maximum der Absorption liegt wie bei Adenin, Adenylsaure 
und Adenylpyrophosphat bei 257 my. und hat bei Berechnung auf die 
gleiche Menge leicht hydrolysierbaren Phosphats annahernd die doppelte 
Hohe wie bei letzterem (vgl. Abb. 3). Noch genauer ist der molare Ab- 
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sorptionskoeffizient des Dinucleotids das Doppelte desjenigen von Adenin 
wenn man 1 Mol Adenin = 2 Mol leicht hydrolysierbares Phosphat 
rechnet (der etwas zu hohe Wert fiir Adenosintriphosphorsaure diirfte 
auf einen Gehalt des Praparats an Adenosindiphosphorsaure zu_be- 
ziehen sein). Das Absorptionsmaximum anderer Purine liegt an anderer 


Stelle (vgl. Abb. 3): von Hypoxanthin bei 250 my, Xanthin 265 my, 
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Abb. 3. Absolutes Absorptionsspektrum 
(8: qem/Mol der Adeninnucleotide). 
Ordinate: 106 qem|Mol. Abzisse: mu. 
1 Adenin. II Adenosintriphosphorsiure. 
é III Diadenosintetraphosphorsiure. 
Die verschiedenen Zeichen 4, @, 0, X, + geben 
die Grenze der Absorption bei verschiedenen 
Schichtdicken an. Die Pfeile bezeichnen die 
Maxima fiir die tibrigen gemessenen Purine. 


Hoo mp 


Coffein 272 my, Guanin hat 
zwei Maxima bei 247 und 270m, 
(alles an kauflichen Praparaten 
gemessen). Das Absorptions- 
spektrum wurde mit einem 
Zeissschen Quarzspektroskop 
mit Kamera mittels Wolfram- 
funken aufgenommen, unter 
Benutzung eines rotierenden 
Sektors, der die Belichtung der 
Vergleichslésung im Verhiltnis 
10: 1 schwacht. 


8. Reduktionswert nach Shaffer- 
Somogyi}. 

Die Dinucleotidpyrophos- 
phorsadure wurde ebenso wie Ade- 
nylpyrophosphorsiure 15 Mi- 
nuten in n HC! bei 100° hydro- 
lysiert, dann mit NaOH genau 
neutralisiert. Zum Vergleich 
mit Ribose wurde von dem 
leicht hydrolysierbaren Phos- 
phat auf Pentose umgerechnet. 


Die Reduktionskraft, be- 
stimmt mit Reagens 50 (Shaffer- 





Somogyi), betragt fiir 1mg Ribose 
2,93 cem n,; 100 Natriumthiosulfat, pro 1 mg Ribose in Adenylpyrophosphat 
2,59cem und im Dinucleotid 2,53 cem, also 85 bis 90°, der Reduktions- 
kraft freier Ribose. 
9. Furfurolbestimmung. 

Die Furfurolbestimmung wird in 1: 1 verdiinntem Eisessig bei 160 
bis 180° ausgefiihrt?. Das gebildete Furfurol wird nach Zugabe von 
0,5cem Anilin auf 5 cem 50°%iger Essigsiure mittéls einer Vergleichs- 
lésung kolorimetrisch bestimmt. Die erhaltenen Werte sind von der 
Versuchsdauer und Temperatur abhangig. Nach 3 Stunden bei 180° 
wurden z. B. erhalten: 


1 J. of biol. Chem. 100, 695, 
J. 27, 1421, 1933. 


1933. —- ? Andrews u. Milroy, Biochem. 








n. 
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Ber. fiir 1 Mol Furfurol auf 2 Mol leicht hydrolysierbare H,PO,: 
bei Adenylpyrophosphat 0,54 mg, gef. 0,32 mg = 60°,, fiir Dinucleotid 
ber. 0,28 mg, gef. 0,39 mg 130°,. Das Dinucleotid liefert also die doppelte 
Furfurolmenge wie Adenylpyrophosphat ?. 


10. Formaldehydbestimmung. 

Nach H.v. Euler, P.Karrer und Becker? liefert Adenosin-3’- 
Phosphorsiaure in saurer Lésung mit Perjodat 0,45 bis 0,60 Mol Form- 
aldehyd, Adenosin-5’-phosphorsiure aber, wegen des Fehlens einer 
endstandigen CH,OH-Gruppe, keinen. Das Dinucleotid, nach saurer 
Hydrolyse, liefert 0,41 Mol HCHO, Adenylpyrophosphat nur 0,08, 
und mit Alkali daraus abgespaltene Adenylsiure 0,16 Mol. Ob der 
Formaldehyd aus dem Zuckerrest stammt, laBt sich nicht entscheiden. 
Die Tatsache bleibt aber auffallig, da nach der Hydrolysenkurve das 
Dinucleotid sicher keine Adenosin-3’-Phosphorséure enthalt. 

Die Nucleotide wurden 10 Minuten bei 100° mit n Salzsaéure hydro- 
lysiert. 2cem der neutralisierten Lésung wurden mit 4,5 cem 0,065 mol. 
KJO, und 0,45cem n H,SO, versetzt und nach 2 Stunden Stehen bei 
Zimmertemperatur der Formaldehyd im Vakuum abdestilliert und mit 
Dimedon gefallt*. Adenosin-3’-phosphorséiure gab in dieser Anordnung 
0,45 und 0,58 Mol HCHO. Aus Dinucleotid-Pyrophosphorsiure: 14,8 mg 
Gesamt-P,0;, Dimedonniederschlag gef. 7,2 mg, ber. fiir 1 Adenylséure 
15,3 mg = 46,9%. 

Schmelzpunkt 184°, unscharf (Karrer 189°), 

Aus Adenylpyrophosphat 24,1 mg Gesamt-P,O,, Dimedonniederschlag 
gef. 2,4 mg, ber. 33,3 mg = 7,2% (Schmelzpunkt 183°). 

Aus abgespaltener Adenylsiure 2,54 mg P,O;, Dimedonniederschlag 
1,68 mg, ber. 10,5 mg = 16,2°%. 


11. Drehung des polarisierten Lichtes. 

Fiir die freie Saure des Dinucleotids, dargestellt aus dem Silbersalz 
mit H,S, in n HCl: 13,6mg freie Saure pro | ccm, / = | dm 
5461 = — 0,449, [x]2%e6. = — 32,49. Bei Umrechnung auf freie Adenyl- 
siure ergibt sich daraus eine spezifische Drehung von Adenylsaure 
[«lése: = 39,19. Adenosin-5’-Phosphorsiure hat unter gleichen 
Umstianden ein [x], = — 42,39 und Adenosin-3’-phosphorsaure 

48,79. 


12. Enzymatische Abspaltung des leicht hydrolysierbaren Phosphats 
mit Krebsmuskulatur. 


Mit ausgewaschener Krebsmuskulatur werden nach Lohmann* 


aus Adenylpyrophosphat ohne Zusatz von Mg eine der beiden leicht 


1 Andrews u. Milroy finden fiir Adenylséure 70°, fiir Adenylpyro- 
phosphat 50 bis 63°, des berechneten Wertes. 2 Helv. Chim. Acta 19, 
1060, 1936. — * P. Karrer u. K. Pfaehler, ebenda 17, 766, 1934. 4 Diese 
Zeitschr. 282, 109, 1935. 
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hydrolysierbaren Phosphatgruppen und nach Zusatz von Mg _ beide 
abgespalten. Genau so verhalt sich die Dinucleotidpyrophosphorsaure. 
Wahrend nun bei Adenylsiure der mit Muskelextrakt abspaltbare 
und nach van Slyke bestimmbare Amino-N gleich sind, kommt bei dem 
Dinucleotid auf zwei nach van Slyke abspaltbare NH,-Gruppen eine 
mit Muskelextrakt abspaltbare. Andererseits wird bei der intermediaren 
Diadenosintriphosphorsiure mit Schmidtschem Desaminaseextrakt, der 
auf seine Wirkungslosigkeit gegentiber Adenosindiphosphorsaure ge- 
prift war, ein Amino-N abgespalten. 
Versuch. Krebsmuskelbrei, viermal mit 0,4 °,igem K Cl gewaschen, dann 
in der fiinffachen Menge Wasser suspendiert; davon 40 cem Extrakt benutzt 
8ecem Dinucleotid, enthaltend 40 mg in 7 Minuten abspaltbares P,O,, 
2cem MgCl, mit 8 mg Mg, bzw. an Stelle dessen 2,0 cem dest. Wasser. 
In einem aliquoten Teil, enthaltend 0.932 mg P,O; als Pyrophosphat, 
aufgespalten: 








Ohne Mg Mit Mg 
Min. — ea il icdaiehiSintehl isin inestinenhoneants 
mg 0/9 mg %o 
10 0,48 51,4 0,62 66.6 
20 0,48 51,4 0,76 81,5 
40 | 0,51 54,7 0,82 87,9 


Im gleichen Ansatz (0,932 mg P,O; als Pyrophosphat als Ausgang) 
mit Schmidtschem Desaminaseextrakt_gefunden: ohne Mg-Zusatz 91,7 y N 
= 0,98 Mol Amino-N pro Mol, mit Mg-Zusatz 90,3 7 N 0,97 Mol 
Amino-N pro Mol. 

Nach van Slyke gef. im ersteren Falle, ohne Mg, 211 7 N = 2,26 Mol 
pro Mol, mit Mg 180 » N = 1,93 Mol pro Mol. 


13. Spaltung der Diadenosintetraphosphorsdure in Adenosintriphosphorsdure 
und Adenosin-5’-phosphorsdure durch verdiinnte NaOH. 


1,8 g Silbersalz der Dinucleotidpyrophosphorsiure, enthaltend 360 mg 
P,O,;, wurden in 400 cem Wasser mit 6,2 cem n Natronlauge gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert. In Abstaénden von je 5 Minuten wurde dann bei 
100° je 1 cem n Natronlauge zugesetzt, die jeweils durch die bei der Spaltung 
neu auftretende Saurevalenz zum Teil verbraucht und deren Rest 
nach dieser Zeit mit n HCl zuriicktitriert wurde. Es wurden dabei 
nach je 5 Minuten verbraucht: 0,58, 0,36, 0,20, 0,08, 0,06 cem n Natron- 
lauge, zusammen 1,28ccm; ber. fiir das Auftreten einer Saéuregruppe 
1,24 cem. Die kongosauer gemachte Lésung wird dann mit neu- 
tralem Bleiacetat bis zu lackmussaurer Reaktion versetzt und dann 
3 Stunden auf Eis gestellt. Der ausgefallene Niederschlag hatte das Ver- 
haltnis 

in 7 Minuten abspaltbares Phosphat ober 
Gesamtphosphat — 
und bestand aus Adenylpyrophosphat. Die zweite Bleifallung bei lackmus- 
neutraler Reaktion hatte ein Verhaltnis 
in 7 Minuten abspaltbares Phosphat 


0,54 
Gesamtphosphat 
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und war demnach ein Gemisch aus beiden Spaltprodukten. Die Mutterlauge, 
die mit Quecksilbernitrat schwach kongosauer gefallt wurde, hatte noch 
0,17 leicht abspaltbares Phosphat im Verhaltnis zum Gesamtphosphat und 
war danach gr6éBtenteils Adenylsiure. Sie wurde mit den weiteren Queck- 
silbernitratfallungen vereinigt und auf Adenylsiure aufgearbeitet. Die 
zweite Bleifallung wurde nochmals lackmussauer wiederholt und hatte ein 


Verhialtnis des in 7 Minuten abspaltbaren zum Gesamtphosphat 0,64. 
Die hierauf folgende neutrale Bleifallung bestand wiederum aus einem 
Gemisch: leicht abspaltbares Phosphat zu Gesamtphosphat 0,40 und 


wurde nicht aufgearbeitet. Die Quecksilberfallung der Mutterlauge hatte 
ein Phosphatverhaltnis = 0,24. 

Die Quecksilberfallungen wurden mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
und in 20cem Lésung mit Silbernitrat schwach kongosauer gefallt. Die 
Fallung wurde verworfen und die fast reine Adenylsaiure aus der Lésung 
bei pu 8 mit '/; Volumen Alkohol als Silbersalz ausgefallt. Die Lésung 
enthielt noch 10% leicht abspaltbares Phosphat im Gesamtphosphat. 
Die Gesamtmenge betrug 29,9mg P,O, = 33°, der berechneten Menge. 
Fiir die Analyse wurde die Silberfallung einige Male wiederholt. 

Silbersalz der Adenylsiure. Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt mit 
der doppelten Menge Veraschungsfliissigkeit unter Zusatz von 30mg 
Glucose. 

C, H: 3,851 mg Substanz. 2,985 mg CO,, 21,14): 1,09 mg H,O, 3,16 °%. 

N: 4,32 mg Substanz. 0,514 mg N, 11,9 %. 

P: 6,48 mg Substanz. 0,344 mg P (kolorimetrisch), 5,31. 

Ag: 6,457 mg Substanz. 3,325 mg AgCl, 38,76. 

Ag-Salz der Adenylséure: CjyH,,0,N;P Ag, (Mol.-Gew. 560,83). 





Cc H N P Ag 


MENS ok ce 21,40 2,14 12,49 5,53 38,47 
CAOTRENO © Soin dd ce 21,14 3,16 11,90 5,31 38,76 


Die auf die angegebene Weise frisch abgespaltene Adenylsaure 
ahnelt der Adenosin-5’-phosphorséure (Muskeladenylsaure), ohne mit 
ihr vollkommen identisch zu sein. Das Kristallisationsvermégen ist 
schlechter. Aus wasserigem Alkohol kristallisiert sie in doppelbrechenden 
unregelmaBigen Platten, die Muskeladenylsdiure in langen Prismen, 
Smp. unter Aufschaumen 187°, Muskeladenylsiure 197 bis 198°, Hefe- 
adenylsaure (Levene, Steudel, Embden) 194°. 

Die Hydrolysenkurve stimmt mit Adenosin-5’-phosphorsaure tiber- 
ein; nach 3 Stunden in n HCl bei 100° gespalten: Adenylsdure aus 
Dinucleotid 57,2°,, Adenylsiure aus Muskel 55,5°%. Ebenso gibt sie 
ein Kupferkomplexsalz nach Parnas und Klimek!. Das Pikrat mit 
FP. 289° ist ebenfalls mit demjenigen von Adenylsaure identisch, 
Misch-FP. gibt keine Depression. Vom Desaminaseextrakt nach Schmidt 
wird die aus dem Dinucleotid gewonnene Adenylsaure in einer Stunde 
nur zu etwa 20° desaminiert im Gegensatz zu gewohnlicher Muskel- 


1 Diese Zeitschr. 252, 392, 1932. 
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adenylsaiure; ebenso spaltet kurz dialysierter Muskelextrakt die Amino- 
gruppe langsamer ab: 


Beispiel. Abgespaltene Adenylsiure aus Dinucleotid mit 0,495 mg 
P,O., Amino-N-Gehalt 99 y N. 


Nach 1 Stunde’ gefunden 67,5 7 = 0,68 Mol 
» 2 Stunden ne 80,5 » = 0,83. ,, 
” 5 ” ” 97,0 7 = 0,98 ” 


Unter gleichen Umstanden wurde aus Adenylpyrophosphat in 45 Minuten 
der Amino-N zu 100°/, abgespalten. Andererseits vollzieht sich mit dialy- 
siertem Acetonpulverextrakt de Umesterung mit Phosphobrenztrauben- 
siure vollstandig innerhalb 5 Minuten. 


Ill. Diskussion des chemischen Verhaltens. 


FaBt man alle geschilderten Eigenschaften zusammen, so kommt 
man zu folgendem Bild: 

In der Diadenosintetraphosphorsaure liegt eine monomolekulare 
Verbindung vor, in der 1 Mol Adenylsiure mit 1 Mol Adenosintri- 
phosphorsiure verknipft ist. Dies ergibt sich durch Vergleich der 
Elementaranalyse mit der Bestimmung des Mol.-Gew., der Elektro- 
titrationskurve und der Bestimmung des Aminostickstoffs. Die Saure 
enthalt pro Gesamt-Mol 2 Mol Adenin, 2 Mol Pentose und 4 Mol Phos- 
phorséure. Das Molekiil wird von verdiinntem Alkali (n/400) ahnlich 
wie die Ribopolynucleotide! sehr leicht in seine beiden Komponenten 
gespalten. Dieselbe Stelle der Veresterung wird ebenso leicht von 
Schwermetallsalzen und Erdalkalisalzen gelést. Von den vier Phospho- 
siuren sind die beiden leicht hydrolysierbaren wie bei der Adenosin- 
triphosphorsdure angeordnet. Dies folgt sowohl aus der Darstellung 
der Aufesterung der Diadenosindiphosphorséiure mittels Phospho- 
brenztraubenséure und ausdialysiertem Muskelextrakt, wie aus der 
Alkaliverseifung, bei der das Molekiil in Adenosintriphosphorsiure 
und Adenosin-5’-phosphorsaure gespalten wird. Diese Spaltung wider- 
legt die Méglichkeit, daB das Molekiil symmetrisch nach Art zweier 
verknipfter Adenosindiphosphorsduremolekiile gebaut ware. 

Von den beiden Aminogruppen wird in der nicht aufphosphorylierten 
Verbindung mit Desaminase nach Schmidt und mit Muskelextrakt nur 
eine, in der Pyrophosphatverbindung mit Muskelextrakt ebenfalls eine 
abgespalten. Schuld daran diirfte, wenigstens dem Muskelextrakt 
gegeniiber, die Veresterung der sekundairen Phosphorsaurevalenz in 
der Adenylsaure (2) sein (vgl. Formel), ebenso wie auch sonst bei 
Adenylpyrophosphat die Desaminase ohne Dephosphorylierung und 
Freilegung dieser Valenz unwirksam ist. Die Amino-N-Bestimmung 
nach van Slyke erfaBt dagegen beide NH,-Gruppen. Dies bildet einen 


1 Levene, Abderhaldens biochem. Handlexikon 14, 870. 
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Unterschied gegeniiber dem Verhalten der Guaninuridylsiure von 
Bredereck und Richter!, wo die Aminogruppe des Guanins durch salpetrige 
Saure nicht bestimmt werden kann, was die Autoren veranlaBt, eine 
Bindung zwischen der NH,-Gruppe und dem Phosphorsaurerest der 
Uridylsiure anzunehmen. Fiir eine soleche N—P-Bindung liegen _ in 
unserem Dinucleotid keine Anzeichen vor. 

Ausgewaschene Krebsmuskulatur verhalt sich gegeniiber der 
Diadenosintetraphosphorsaure und der Adenosintriphosphorsaure gleich, 
indem ohne Zusatz von Mg ein leicht hydrolysierbares Phosphat und 
mit Mg zwei abgebaut werden. 

Die Elektrotitrationskurve vor und nach alkalischer und saurer 
Verseifung gibt Aufschlu8 iiber die Stellung und die Bindung der vier 
Phosphorsiuren im Molekiil. In der ungespaltenen Verbindung sind 
vier Phosphorséurevalenzen der ersten Dissoziationsstufe und eine der 
zweiten Stufe vorhanden, d.h. gegeniiber Adenylpyrophosphorsaure 
mit gleich viel leicht hydrolysierbarem P ist noch eine Valenz der ersten 
Stufe mehr vorhanden, aber keine zweite sekundare Valenz. Dies muBb 
daran liegen, daB die Adenylsdure (2) mit dem Adenylpyrophosphat- 
rest (1) verestert ist, und zwar mit 1 OH der Pentose, weil bei alkali- 
scher Aufspaltung nur eine Valenz der zweiten Dissoziationsstufe 
hinzukommt. Ob dabei diese Phosphorsiure mit dem zweiten oder 
dritten Hydroxy] verestert ist, mu8 offen bleiben, in der Formel ist 
das letztere angenommen. Nach saurer Hydrolyse kommen dagegen 
wie beim Adenylpyrophosphat noch zwei weitere sekundare Valenzen 
durch die Abspaltung des Pyrophosphatrestes hinzu. 

N=C. NH, 


@) HC C-N. _ OH OH OH 
N-C-N“CH.CH.CH.CH.CH,.0.P 
| 0 ny) 
N=C. NH, 0: 
a) BO C-m OH OH OH OH 


SCH 

N-—C—N<CH.CH.CH.CH.CH,.0.P—O—P—O-POH 
| | II HT 

oO O O 





Das bei alkalischer Verseifung neben Adenylpyrophosphat gefundene 
Spaltstiick hat groBe Ahnlichkeit mit gewéhnlicher Adenosin-5’-phos- 
phorsaure, ohne ganz identisch mit ihr zu sein. Gleich ist die Hydrolysen- 
kurve, das Aufesterungsvermégen zur Adenosintriphosphorsaure, das 


1 Chem. Ber. 69, I. 1129, 1936. 
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Ultraviolettspektrum, das Pikrat, sowie das komplexe Kupfersalz 
Insbesondere sprechen die enzymatische Veresterungsfahigkeit, dic 
Hydrolysenkurve wie das komplexe Kupfersalz dafiir, daB die Phosphor- 
siure in 5-Stellung ist. DaB in dem Dinucleotid keine Adenosin-3’- 
phosphorsaure (Hefeadenylsaure) praformiert ist, ergibt die Hydrolysen- 
kurve der Tetraphosphorséure nach Abspaltung der beiden leicht hydro- 
lysierbaren Phosphorsdurereste. (Adenosin-3’-phosphorsaéure  wiirde 
ungleich schneller hydrolysieren: 87°, in 30 Minuten.) Worauf die 
Verschiedenheit mit Muskeladenylsiure beruht, ist unentschieden, 
vielleicht liegt eine desmotrope Form des Adeninrings vor, wie sie bei 
den mit OH oder NH, substituierten Purinen anzunehmen ist, oder 
eine -$-Isomerie der Ribose. 


IV. Biologisches Verhalten des Dinucleotids. 


1. Geschwindigkeitsvergleich der Aufesterung des Dinucleotids und der freien 
Adenylsdure. 

Die Diadenosindiphosphorsaure wurde aus der Tetraphosphorsaure 
durch Einwirken von gewaschener Krebsmuskulatur mit Mg dargestellt. 
Die enteiweiBte Lésung wurde zweimal mit 2 Teilen Alkohol und 2 Teilen 
Aceton gefiallt. 

Versuch. 0,5 ccm 5 Stunden dialysierter Muskelextrakt aus Aceton- 
pulver. 0,12 cem n NaF, 0,2 cem Phosphobrenztraubenséure mit 1,85 mg 
P,O;, 1 cem Diadenosindiphosphorséure mit 0,76 mg schwer hydrolysier- 

2“5 I T ‘ ? ore 
barem P,O; bzw. leem Adenylséiure mit 0,47 mg schwer hydrolysier- 
barem P,O,. 











Tabelle. 
Dinucleotid Adenylsiure 
Zeit in Sek. gefunden leicht 0/) des gefunden leicht 0} des 
“Tho theoretischen Ty PLO. theoretischen 
5 0,14 0,05 
10 0,15 20 0,11 12 
30 0,47 62 0,46 50 
60 0,77 102 0,93 99 
120 0,77 | 102 0,93 99 
180 0,77 102 0,98 105 


2. Dinucleotid als phosphorylierendes Co-Ferment. 
a) Wirkung im ,,Gartestansatz“. 

Die katalytische Wirkung der Nucleotidpyrophosphorsaure im 
Vergleich zum Adenylpyrophosphat ist in Abb. 4 in einem Ansatz mit 
B-Protein wiedergegeben. Der Ansatz entsprach dem von O. Meyerhof, 
W. Kiessling und W. Schulz verwandten!. Wahrend Hexosediphosphor- 


1 Diese Zeitschr. 292, 25, insbes. 32ff., 1937. 
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siure mit Acetaldehyd durch Vermittlung der Cozymase umgesetzt 
wird, wird Glucose zu Hexosemonophosphat verestert, das Adenin- 
nucleotid dient als Co-Ferment dieser Veresterung. Die katalytische 
Wirkung beider Adeninnucleotide, bezogen auf leicht abspaltbares 
Phosphat, ist vollkommen dieselbe. 





LS 


mm 

Abb. 4. Vergleich der Cophosphorylase- 

wirkung der Dinucleotidpyrophosphor- 

siiure (Di) und Adenylpyrophosphorsiiure 

(Ap) im Giartestansatz: 100 y Cozymase, 

2,4mg P,0O,-Hexosediphosphat, mg 
Glucose, 3mg Acetaldehyd. 


I ohne phosphorylierendes Co-Ferment. t 
If mit 2y Pyro-P,0;; von Ap +, von § r- 
Di x. Ss 
{IL mit 5y Pyro-P,05; von Ap 4, von 
Di A. 
IV mit lly Pyro-P,0,; von Ap, von 
Dio. aa 
V_ mit 22 y Pyro-P, 05; von Ap @, von 
Di O. 














0 % oo Min. 





b) Umesterung von Phosphobrenztraubensaure auf Glucose mit 
dialysiertem Mazerationssaft. 

Ein derartiger Versuch ist auf Abb. 5 wiedergegeben. Nach Mab- 

gabe der Umesterung der Phosphobrenztraubensaure wird die ent- 

standene Brenztraubensaure carboxylatisch gespalten, die Geschwindig- 


IK) 


700. 
mut 
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Abb. 5. Umesterung von Phosphobrenztraubensiure auf Glucose mit 22 Stunden dialysiertem 
Mazerationssaft (0,5 ccm). Phosphobrenztraubensiure mit 1mg P,0O;, 3mg Glucose 
_- — ohne Mn und Mg. 
mit 207 Mn und 50y Mg. 
0 ohne phosphorylierendes Co-Ferment. 
I 40y Pyro-P,0,; von Ap @ bzw. Di ( 
Il 150y Pyro-P,0,; von Ap @ bzw. Di O. 
Ill 40y Pyro-P,0, + Mn + Mg von Ap @, von Di 
IV 150y Pyro-P.O, + Mn + Mg von Ap +, von Di x. 
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keit der CO,-Bildung zeigt die Geschwindigkeit der Umesterung an. 
Diese wird durch Zusatz von Mangan und Magnesium gesteigert. 
In allen Fallen stimmen die beiden Adeninnucleotide, bezogen auf 
leicht hydrolysierbares Phosphat, quantitativ genau iiberein. Die 
Adenylsaure (2) des Molekiils ist unwirksam. 


c) Umesterung von Phosphobrenztraubenséure mit Kreatin in 
dialysiertem Muskelextrakt in Gegenwart von Adeninnucleotid 
(Parnas-Reaktion). 


Ansatz: 1leem  Kaninchenmuskelextrakt, 30 Stunden dialysiert, 

7 Tage alt, mit Zusatz von 4,5 mg Kreatin, I] mg Mg, Img P,O; als 

Phosphobrenztraubenséiure mit Bicarbonat und anorganischem Phosphat 
auf 2 ccm. 





mg P.O; Kreatinphosphorsiiure synthetisiert 
mit Dinucleotid mit Adenylpyrophosphorsiure 


Zeit in Min. 


10 4 5O 200 4 10 7 50 y 200 y 
Pyro-P, O,; Pyro-P, 0; Pyro-P, O, Pyro-P20,; Pyro-P, 0; Pyro-P, O; 
10 0,18 0,39 0,79 0,20 0,46 0,77 
30 0,35 0,68 0,39 0,77 


3. Aufspaltung von Dinucleotidpyrophosphorsdure und Adenylpyrophosphor- 
sdure durch dialysierten Muskelextrakt in Gegenwart von Arseniat. 
Wie vor einiger Zeit beschrieben'’ steigert Arseniat die Spaltungs- 

geschwindigkeit des Adenylpyrophosphats in kurz dialysiertem Maze- 

rationssaft. Der Vergleich mit dem Dinucleotid ergibt, daB diese Steige- 
rung in beiden Fallen, bezogen auf das abgespaltene Phosphat voll- 
kommen gleich ist. 

Ansatz: Je 0,5 c¢em Mazerationssaft mit 0,3 cem Adeninnucleotid, 

a) Adenylpyrophosphat mit 1,03 mg leicht abspaltbarem (7 Minuten) P,O,, 

ohne Arseniat, b) dasselbe mit m/500 Arseniat, c) mit 1,14 mg Dinucleotid- 

pyrophosphat (1,14 mg 7 Minuten-P,O;), d) dasselbe mit m/500 Arseniat. 

Wahrend in a) und ce) in Abwesenheit von Arseniat in 20 Minuten kein 

anorganisches Phosphat abgespalten wird, wird in b) in 1 Minute 0,14, in 

5 Minuten 0,17, in 20 Minuten 0,51 mg Pyrophosphat gespalten, ebenso 

in d) in 1 Minute 0,08, in 5 Minuten 0,14, in 20 Minuten 0,50 mg. 


Wir danken Herrn Barthelmess fiir seine Hilfe bei der chemischen 
Arbeit und Herrn Méhle fiir die Aufnahme der Absorptionsspektra. 


Zusammenfassung. 


In frischer Hefe kommt ein Adenindinucleotid vor, das mit Phospho- 
brenztraubensdure durch ausdialysierten Muskelextrakt zu Di-( Adenosin- 
5’-phosphorsaure )-pyrophosphorsaure phosphoryliert wird. Der Phosphor- 


' Vel. O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 24, 361, 1936. 
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siurerest der einen Adenosin-5’-phosphorsaure (2) ist mit der Ribose der 
anderen (1) verkniipft. Nur die letztere (1) kann daher zur Pyrophosphor- 
sdiure aufgeestert werden. Durch schwachesAlkali wird die Pyrophosphor- 
siureverbindung in 1 Mol Adenosintriphosphorsaure und 1 Mol Adeny!- 
siure gespalten. Obwohl die letztere gegeniiber der frei vorkommenden 
Adenosin-5’-phosphorsaure (Muskeladenylsdure) gewisse Abweichungen 
zeigt, muB sich jedoch die Phosphorsaure bei ihr ebenfalls in 5-Stellung 
der Ribose befinden. 


Bei der enzymatischen Aufesterung zu Pyrophosphat stimmt das 
Dinucleotid mit Adenylsiure und als phosphorylierendes Co-Ferment 
stimmt die Diadenosintetraphosphorsiure quantitativ mit Adenosin- 
triphosphorsaure, bezogen auf leicht abspaltbares Phosphat, tiberein. 
Ks scheint, daB weitaus der gréBte Teil des praformierten Adenin- 
nucleotids der Hefe in dieser Verbindung vorliegt. 











Kine Ureasewirkung. 
Von 
H. Knoéll und R. E. Liesegang. 
(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 21. Mdrz 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Suche nach den Wirkungen der Harnstoffsynthese auf die 
pu-Verhaltnisse im Organismus und deren Folgen fiir das Verhalten 
der Kalkverbindungen, wurden auch Modellversuche iiber die ent- 
gegengesetzte Reaktion gemacht: Uber die Spaltung des Harnstoffs 
durch Urease. 

Reagensgliser werden mit einer sauren Gelatinelésung gefiillt, die 
Harnstoff und saures Calciumphosphat enthalt. Einige zerkleinerte 
Sojabohnen werden auf den Boden 
tles GefiBes gegeben. Durch Ab- 
kiithlen laBt man die Gelatine er- 
starren. In einigen Tagen bilden sich 





Abb.1. Rhythmische Schichtungen von Abb. 2. Liesegangsche Ringe aus Tri- 
Tricalciumphosphat in Gelatinegel. calciumphosphat. 7 mal vergréRert. 


rhythmische horizontale Bander von ‘Tricalciumphosphat tiber den 
Bohnen aus (Abb. 1). Durch passende Wahl der Versuchsanordnung 
gelingt es auch, konzentrische Kreise in einer Gelatineschicht um die 
Sojabohnenstiicke herum zu erzielen (Abb. 2). : 

Durch das Ammoniak, welches sich bei der Wirkung der Urease 
auf den Harnstoff bildet, wird das Calciumsalz in das unlésliche Tri 
calciumphosphat iibergefiihrt. Dieser unléslichen Form geht eine 
iibersattigte Loésung voraus. An einer Stelle wird (wie es Wilhelm 
Ostwald fiir die Bildung des Silberchromats in Gelatine angegeben hat) 
die Konzentration so grok, daB die metastabile Grenze erreicht wird. 
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Dadurch erfolgt Abscheidung der unléslichen Form auch in Abwesenheit 
eines Keimes. Das Ubersittigte aus der Umgebung wandert zu den so 
gebildeten Keimen hin und verstarkt die zuerst schwache Bande. So 
entsteht eine kalkarme Zone in der Nachbarschaft. Erst in einigem 
Abstand von der ersten Zone wiederholt sich das. Auf diese Weise 
entstehen eine Anzahl scharfer Kalkstreifen bis zu 20 Stiick in unseren 
Praparaten. Die letzten Schichten sind liickenhaft. Die rhythmische 
Fallung ist hier zum ersten Male mit einer Fermentwirkung in Be- 
ziehung gebracht. Damit ist eine Méglichkeit aufgezeigt, wie in einem 
Organismus mit seinen mannigfaltigen Fermentwirkungen rhythmische 
Strukturen entstehen kénnen. 

Eine Vorschrift zur Herstellung der rhythmischen Fallungen, 
die auch in eindrucksvoller Art eine Fermentwirkung zu demonstrieren 
geeignet ist, und die sich bei uns gut bewahrt hat, sei hier gegeben: 

In ein Reagensglas werden zu 10 ccm einer 20°, igen Gelatine- 
lésung (wir verwandten Emulsionsgelatine Ewald fiir photographische 
Zwecke), 1eem n/10 HCl und 1 cem einer gesattigten Lésung von 
primarem Calciumphosphat gegeben. Dazu kommen 5 ccm. einer 
20 °,igen Harnstofflésung und 3 cem Wasser, so daB ein Volumen von 
20 cem erreicht wird. In das Reagensglas wirft man dann grob zer- 
kleinerte Sojabohnen, so dafSX die Kuppe des Reagensglases davon 
ausgefiillt wird. 

Die in Abb. 1 vorhandenen Schichten haben sich im Verlauf von 
45 Stunden gebildet. 

Will man statt der rhythmischen Schichtungen im Reagensglas 
konzentrische Ringe in Gelatineschichten herstellen, so geht man so 
vor, daB man die oben angegebene Gelatine- Harnstoff-Calciumphosphat- 
lésung auf vorher angewarmte Glasplatten gibt, kleine Stiickchen 
Sojabohnen, etwa Stecknadelkopfgr6éBe, in die fliissige Gelatine ein- 
wirft, und nun eine zweite erwarmte Glasplatte so von einer Seite her 
auf die Gelatineschicht auflegt, daB sich keine Luftblasen bilden. 

Abb. 2 ist eine VergréBerung eines solchen Praparats, wobei das 
Praparat selbst an Stelle eines photographischen Negativs in den Ver- 
gréBerungsapparat eingespannt wurde. 

Man kann aber auch so Ringpraparate erhalten, da man in eine 
Petri-Schale etwa 5mm hoch die Gelatine-Harnstoff-Calcitumphosphat - 
lésung eingieBt und dann ein Stiickchen Sojabohne hineinlegt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Fermentwirkung Freimachen von Ammoniak bei 
der Harnstoffspaltung durch die Urease von Sojabohnen zur Er- 


zeugung rhythmischer Fallungen von Tricalciumphosphat in Gelatine- 
gel verwandt. 











Die Anderung der amylolytischen Wirksamkeit beim Reiskorn 
wihrend der Reifung und Keimung. 
Von 
K. Venkata Giri und A. Sreenivasan. 
(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 
(Eingegangen am 7. Februar 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Ver6ffentlichungen (1) (2) konnte gezeigt werden, dal 
die Wirksamkeit der Amylase, wenn Reiskérner mit Phosphat extrahiert 
werden, dadurch gesteigert wird, daB ein adsorbiertes Enzym in eine 
aktive und lésliche Form iibergefiihrt wird. Durch die Ergebnisse der 
Versuche konnte bewiesen werden, daB die Konzentration des anorgani- 
schen Phosphats in den Samen der regulierende Mechanismus ist, der 
die Wirksamkeit der wasserléslichen Amylase waihrend der Reifung und 
Keimung bestimmt. In dieser Arbeit wurde nun diese Beziehung ein- 
vehender untersucht und bestimmt, ob Anderungen in der Phosphat- 
konzentration, wie sie bei der Reifung und Keimung zu beobachten 
sind, einen EinfluB auf die Menge des adsorbierten und léslichen Anteils 
der Enzyme, die im ruhenden Samen vorkommen, haben. 


Anderungen der Amylase- und Phosphatasewirksamkeit 
und des anorganischen und Phytinphosphors wiihrend der Keimung. 


Reiskérner (Sorte Co. 10) wurden, nachdem sie 24 Stunden lang in 
flieBendem Wasser bei Zimmertemperatur (28°) eingeweicht worden waren, 
auf Keimungsbretter gebracht und 4 Tage feucht gehalten. Von den gekeimten 
Samen wurden in bestimmten Zwischenraiumen kleine Mengen weggenommen, 
gut zermahlen und dann in der friiher angegebenen Weise (2) mit Wasser 
bzw. m/15 Phosphatpuffer extrahiert. Die zur Extraktion verwandte 
Menge Fliissigkeit betrug das 13,5fache des Trockengewichts des Samen- 
materials. Die Amylasewirkung der Filtrate wurde dann bestimmt. Die 
Phosphatasewirkung wurde in aliquoten Teilen (2cem) des wiassrigen 
Extraktes untersucht, indem die Menge des anorganischen Phosphors 
bestimmt wurde, die nach einer einstiindigen Hydrolyse von 0,4 % Natrium- 
B-Glycerinphosphat bei 35° (+ 0,1) frei gemacht wurde. Das py des Reak- 
tionsgemisches wurde mit m/5 Essigséure-Acetatpuffer auf 5,2 eingestellt. 
Der anorganische Phosphor wurde nach der von Fiske und Subbarow (3) 
angegebenen Methode bestimmt. Die Wirksamkeit der Phosphatase wurde 
in mg Phosphor angegeben. 


Die Ergebnisse sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. 

In den einzelnen Zwischenstadien wurden zur Bestimmung des 
Phytin- und anorganischen Phosphors weitere Proben von den ge- 
keimten Reiskérnern entnommen. Phytin wurde nach der neuen 
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Methode von Me Cance und Widdowson (4) bestimmt, wahrend der 
anorganische Phosphor nach Fiske und Subbarows Methode kolori- 
metrisch bestimmt wurde. Die Unterschiede in den beiden Vorkommens- 
arten des Phosphors sind in Abb. 2 graphisch wiedergegeben. 

Aus Abb. 1 laBt sich ersehen, daB (a) die Wirksamkeit der in dem 
Wissrigen Extrakt vorhandenen Amylase wahrend der Keimung 
iain ics ciaagea ali 


my mg 
400 { p2,00 


Abb. 1. EinfluB der Phosphatextrak- 
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zunimmt und daB®B (b) der Unterschied in den starkelésenden Wirkungen 
der wassrigen Extrakte und der Phosphatpufferextrakte sich im 
Verlauf der Keimung verringert. Dementsprechend ist auch eine 
Zunahme der Phosphatasewirkung der wassrigen Extrakte aus Reis- 
k6rnern festzustellen, was zu einer Zunahme des anorganischen Phosphats 
und einer Abnahme des Phytinphosphats fiihrt (Abb. 2). Danach 
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scheint es so, als ob die Zunahme der Amylasewirkung in dem wassrigen 
Extrakt wahrend der Keimung auf die oben erwahnte Ursache zuriick 
zufiihren ist. 


Anderungen der Amylase- und Phosphatasewirksamkeit wiihrend der Reifung. 


Reiskérner (Co. 10) wurden aus der Ernte in verschiedenen Reife 
stadien frisch gesammelt. Das Frischgewicht und der Feuchtigkeitsgehalt 
wurden immer sofort bestimmt. Die Kérner wurden wie zuerst mit Wasse: 
extrahiert und die Wirksamkeit der Amylase und der Phosphatase in den 
Extrakten bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 


Wirksamkeit der Amylase und Phosphatase 
in verschiedenen Stadien wahrend der Reifung. 





Amylasewirkung Phosphatase- 
mg Maltose wirkung mg Phos- 


Reifestadium des Korns nach 3 Std. |phor nach 1 Std. 


Hydrolyse Hydrolyse 
Bliitenstadium............. i 0,535 
Milohstedium..........5.- os 47 0,475 
eee 47 0,407 
POON I. 5s Oho ees 26 0,350 
Korn nach 1 Monat Lagerung 23 


Es laBt sich feststellen, daB, ahnlich wie wahrend der Keimung, 
die Wirksamkeit der beiden Enzyme Amylase und Phosphatase parallel! 


gehen. 


Wirkung verschiedener Konzentration an Phosphatpuffer bei der Extraktion 
der Amylase aus dem ruhenden Reiskorn. 

Die ruhenden Samen wurden mit der 13,5fachen Menge Wasser 
extrahiert. Das Wasser enthielt Phosphatpuffer (py 7,0) in Mengen, 
die mit dem wahrend der Keimung freiwerdenden Phosphor vergleichbar 
waren (Abb. 2). Die starkeauflésende Wirksamkeit des Extraktes wurde 
in jedem einzelnen Ansatz bestimmt und die Ergebnisse sind in Ta- 
belle IT zusammengestellt. 


Tabelle Il. Einflu®B der Phosphatkonzentrationauf die Extraktion 
der Amylase. 








| Zu je 100 Teilen Korn als Phosphatpuffer zugegebener anorganischer Phosphor 
(pH 7,0) 
Zeit ee (ia 


in Std. o* 0,052 0,124 0,206 0,412 0,618 
Wirksamkeit der Amylase in mg von in dem Gasamtvolumen des Reaktions- 
gemisches gebildeter Maltose 
3 17,2 19,4 25,8 32,2 30,1 34,4 
24 60,2 64,5 68,8 32,2 86,0 90,3 


* Die Zahlen dieser Reihe geben die Wirksamkeit der im wissrigen Extrakt lislichen 
Amylase, der Spuren von anorganischem Phosphor enthilt, an. 
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Es 148t sich eine Zunahme der Wirksamkeit der Amylase mit 
zunehmenden Mengen Phosphatpuffer feststellen. 


Verteilung der Amylase und Phosphatase im Reiskorn. 


Es wurden Schalen-, Kleie- und Innenkernanteil des Reiskorns (Co. 10) 
getrennt erhalten. Das Schilen erfolgte in einem hélzernen Handschaler, 
wihrend die Kleie in einer kleinen Poliermaschine abgetrennt wurde. Beim 
letzteren wurde bis zu 20% des Gewichts des geschilten Korns poliert, 
wenn alle Kleie entfernt war. Die drei Fraktionen wurden dann mit Wasser 
und mit m/15 Phosphatpuffer (py 7,0) extrahiert und die Amylasewirkung 
der Extrakte wie zuvor bestimmt. 

Die Ergebnisse zusammen mit dem Gesamtphosphorgehalt und 
der Phosphatasewirksamkeit der wassrigen Extrakte sind in Tabelle IIT 
wiedergegeben. Aus der Tabelle laBt sich ersehen, daB fast die gesamte 
Amylase zwischen dem abpolierten Anteil und dem Innenkern des Korns 
verteilt ist, wahrend die Schale nur sehr wenig enthalt. Der Innenkern 
hat eine etwas héhere Amylasekonzentration als die Kleie. Die letztere 
enthalt hingegen praktisch die gesamte Phosphatase und den gesamten 
Phosphor des Korns. Die Konzentration an anorganischem Phosphat 
im wassrigen Extrakt des Abpolierten ist naturgemaf sehr viel héher 
als in den anderen Fraktionen. Es ergibt sich also, da iiber 70°, der 
gesamten Amylase hier in léslicher Form vorliegen, wahrend im Falle 
des Innenkerns kaum 6%, der gesamten Amylase mit Wasser extrahier- 
bar sind. 


Tabelle III. Amylase- und Phosphatasegehalt der verschiedenen 
Fraktionen des Reiskorns. 





Wassriger Extrakt Phosphatpufferextrakt 
Amylase- Amylase- 
Anor- “es nt 
Frakti re wirkung wirkung 
Mm i G oan ganischer Bsn mg Maltose mg Maltose 
a, Ms wirkung | Std. Hydrolyse 
mg-*/, || =™* 1 3 24 1 3 24 
Schale........ 44 22 0,013 0 8.6 21,5 2,2 8,6 32,7 
Keim- und 
Fruchthiille . 835 159 0,512 6,5 47,3  236,4 64,5; 184,9 335,5 
Innenkern (ge- 
schalter Reis) 85 23 ~=§«0,012 | 0 10,8 24,1 | 81,7 | 203,7 408,5 
Diskussion. 


Die oben beschriebenen Beobachtungen zeigen, das wahrend der 
Keimung die Amylase- und Phosphatasewirksamkeit eines wassrigen 
Extraktes aus Reiskorn und der Gehalt an anorganischem Phosphor 
zunimmt, wahrend im Verlaufe der Reifung des Korns der umgekehrte 
ProzeB stattfindet. Aus diesen Umstinden und der Tatsache, daB 


28* 
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Phosphat die Amylase aus ihrem adsorbierten Zustand in eine aktive 
und lésliche Form eluiert, laBt sich die SchluBfolgerung ziehen, daB 
die Zunahme der starkelésenden Wirksamkeit wahrend der Keimung 
auf Freilegung der Amylase durch das Phosphat zuriickgefiihrt werden 
kann, das seinerseits als Folge der Phosphatolyse wahrend der Keimung 
gebildet wird. Diese Deutung ist indessen in dieser einfachen Form 
nicht ausreichend, um den ganzen, durch die geringen Mengen von 
anorganischem Phosphat, wie sie wahrend der Keimung gebildet werden, 
hervorgerufenen Anstieg in der starkel6senden Wirksamkeit zu erklaren. 
Vergleicht man die in der Tabelle I] wiedergegebenen Ergebnisse mit 
der Abb. 1, so sieht man, daB bei Konzentrationen an anorganischem 
Phosphor, wie sie dem bei der Keimung gebildeten entsprechen wiirden, 
die Zunahme der Amylasewirksamkeit bei den ruhenden Samen, die 
auf ihre Freilegung durch das Phosphat zuriickzufiihren ist, geringer 
ist, als die Wirksamkeit des Enzyms bei der Keimung. Werden indessen 
héhere Konzentrationen an Phosphat zur Extraktion verwandt, so 
nimmt die Amylasewirksamkeit der Extrakte auch zu. Je hdéher also 
die Phosphatkonzentration im Samen ist, desto héher wird die 
Wirksamkeit der léslichen Amylase sein. Es konnte in diesem 
Zusammenhang beobachtet werden, daB die Phosphorverbindungen 
des Reiskorns vor allem in den auBeren Schichten zu finden sind (5). 
Nach den Ergebnissen der Tabelle II] kann man annehmen, daB die 
Konzentration an Phosphor in dem Samen gerade da am gréBten ist, 
wo sowohl die Phosphatase wie auch der gréBte Teil der Amylase vor- 
handen ist. Es wird deshalb wahrend der Keimung die wirksame 
Konzentration an anorganischem Phosphat in den Regionen maximalen 
Amylasegehalts gréBer sein. Die Ergebnisse der Tabelle III zeigen 
weiter, daB der wassrige Extrakt aus Kleie die Amylase in hoherer 
Konzentration enthalt, als ein Extrakt aus dem Imnenkern. Der Unter- 
schied in der Wirksamkeit der beiden Extrakte kann durch die Tatsache 
erklart werden, da die Konzentration des anorganischen Phosphors 
in dem wassrigen Extrakt des Innenkerns, verglichen mit den wiss- 
rigen Extrakten aus Kleie, praktisch gleich Null ist. Damit scheint 
die Annahme stark gestiitzt zu sein, daB Phosphat bei der Zunahme der 
wasserléslichen Amylasewirksamkeit von Reiskérnern wahrend der 
Keimung eine bedeutsame Rolle spielt. 

Die Ergebnisse einiger Versuche, in denen die Wirkung der Zugabe 
von anorganischem Phosphat’ oder von Phosphatpuffer zu wassrigen 
Extrakten aus ruhenden K6érnern untersucht wurde, haben endgiiltig 
entschieden, dafi das Phosphation nicht als Aktivator der Amylase 
wirkt; es mu deshalb gefolgert werden, da anorganisches Phosphat 
nur so wirkt, daB es die gebundene Amylase in unbekannter Weise in 
eine lésliche Form umwandelt. Obgleich also die Konzentration an 
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Phosphat ein wichtiger Faktor fiir die Umwandlung der adsorbierten 
Amylase in eine lésliche und aktive Amylase sein mu, miissen auch 
andere Faktoren schlieBlich teilweise fiir die Zunahme der starkelésenden 
Wirksamkeit waihrend der Keimung verantwortlich sein, wie méglicher- 
weise die Freilegung von Aktivatoren wahrend der Keimung oder durch 


die Phosphatelution. 
Zusammenfassung. 


Es wurden kurz die Anderungen der Amylase- und Phosphatase- 
wirksamkeit in wasserigen Extrakten des Reiskorns wahrend der 
Reifung und Keimung zueinander in Beziehung gebracht. Bei der 
Keimung nimmt die Wirksamkeit beider Enzyme zu, wahrend im 
Verlauf der Reifung eine Abnahme ihrer Wirksamkeit gefunden wurde. 
Es wurden der Gehalt des Korns an Phytin- und anorganischem Phos- 
phor wahrend der Reifung und die Verteilung der Amylase, der Phospha- 
tase und des Gehalts an Gesamt- und anorganischem Phosphat in dem 
Korn bestimmt. Es wurden weiter die Ergebnisse in Beziehung zu der 
Rolle, die Phosphat bei der Regelung der Amylasewirksamkeit des 
Reiskorns wahrend der Reifung und Keimung spielt, besprochen. 


Die Verfasser danken Herrn Prof. |’. Subrahmanyan, D. Se., F. 1. C.. 
fiir sein Interesse an dem Fortgang der Arbeit und fiir seine stetige Hilfe, 
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Die Anwendung der Kjeldahl-Methode fiir Untersuchungen 
iiber die Bindung von Stickstoff durch Samen von Leguminosen 
wihrend der Keimung. 

Von 
VY. Sadasivan und A. Sreenivasan. 

(Department of Biochemistry, Indian Institut of Science in Bangalore.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1938.) 


Im Laufe der letzten Jahre haben eine Reihe von Forscher die 
Aufmerksamkeit auf die Méglichkeit gelenkt, da keimende Leguminosen 
atmospharischen Stickstoff assimilieren, nicht auf dem Wege iiber eine 
Symbiose, sondern von sich aus oder in Gegenwart bestimmter Reiz- 
stoffe (siehe Vita, 1937). Bei den meisten Untersuchungen wurde zur 
Bestimmung des Stickstoffs die Methode von Kjeldahl oder eine modi- 
fizierte Form dieser Methode angewandt. Obwohl sich diese Methode 
oft als recht genau und zuverlissig erweist, ist doch von einigen be- 
hauptet worden, da®B sie fiir Untersuchungen unzulanglich sei, die sich 
mit der Bindung des Stickstoffs durch Leguminosensamlinge befassen 
(Smyth und Wilson, 1935; Girtschanoff, 1935; Olsen, 1937: usw.). 

Im Verlauf von Untersuchungen iiber die Anderung im Stickstoff- 
gehalt der Leguminosensamen wahrend der Keimung war es oft schwierig, 
iibereinstimmende Werte bei Doppelbestimmungen zu erhalten, wenn 
wir die Kjeldahl-Methode (A. O. A. C., 1935) benutzten. Es war bald 
erkannt, daB die Unterschiede auf die Tatsache zuriickzufiihren waren, 
daB ein klarer AufschluB nicht notwendigerweise ein Anhalt fiir voll- 
standige Oxydation war und daB auf alle Fille die Gesamtzeit fiir den 
AufschluB ungefaihr um 25 bis 40°% langer war als die Zeit, die bis zur 
..Klarung*: notwendig ist. 

DaB das Klarwerden noch kein entscheidendes Kriterium dafiir ist, 
daB der organische Stickstoff vollstandig in Ammonsulfat umgewandelt 
ist, war Kjeldahl selbst offenbar recht wohl bekannt, denn in seiner Original- 
arbeit empfiehlt er die Zugabe von KMnQ,, nachdem das aufgeschlossene 
Material sich geklart hatte. Obgleich indessen angegeben wurde, dai 
Zugabe von KMnO, zu Verlusten an Stickstoff fiihrt (Prince, 1920; Paul 
und Berry, 1921), haben einzelne Forscher gefunden, da sie unter passenden 
Bedingungen mit Vorteil zu Analysen von Hefe, Boden, Diinger und anderem 
Material benutzt werden kann (F rear, 1919; Cochran, 1920; Ford u. M., 1933; 
Sreenivasan, 1934). : 

Andere Forscher (Phelps und Daudt, 1919; Paul und Berry, |. c.; 
Ashton, 1936, 1937) haben auch gefunden, da®B der AufschluB nach Kjeldahl 
bei der ,,Klarung‘* nicht vollstandig ist und sie fiihren in der Praxis bei 
bestimmten Mehlen und bei Hefe haufig den AufschluB fiir ungefahr 1 Stunde 
noch weiter (Osborn und Krasnitz, 1933; Ford u. M., |. ¢., u.a.). Beet und 
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Furzey (1934, 1936) und Ashton (1. ¢.) fanden, daB diese Zeit des ,,Nach 
erhitzens“ bei Ajeldahl-Bestimmungen durch die Anwendung von Selen- 
katalysatoren erheblich verkiirzt werden konnte. 

Bei den meisten Hiilsenfriichten waren die fiir Stickstoff erhaltenen 
Werte um 3 bis 6°, niedriger als die richtigen Bestimmungen, wenn 
der AufschluB schon im Stadium des Klarwerdens unterbrochen wurde : 
diese Differenz, so gering sie ist, gewinnt im Hinblick auf die Tatsache 
Bedeutung, daB die von friiheren Forschern beobachtete Bindung von 
Stickstoff wahrend der Keimung nur in dieser GréBenordnung liegt 
(s. Vita, 1. ¢.). Das Problem schien uns deshalb eines weiteren Studiums 
wert. In dieser Arbeit seien unsere Untersuchungen tiber die még- 
lichen Ursachen zu niedriger Stickstoffwerte und iiber die genauen 
Bedingungen, unter denen zuverlassige und genaue Bestimmungen 
moglich sind wiedergegeben. 


Versuche, 

Zu dieser Arbeit wurden die folgenden Hiilsenfriichte benutzt: Kicher- 
erbse (Cicer arietinum), Sojabohne (Glycinia hispida), Erbse (Pisum sativum), 
Helmbohne (Dolichos lablab), Mungobohne (Phaseolus mungo), Kuherbse 
(Vigna catiang), Erbsenbohne (Cajanus indicus) und Adzukibohne (Phaseolus 
radiatus). 

Das Material (ungeschalt, wenn nicht anders angegeben) wurde zer- 
rieben und durch ein sechzigmaschiges Sieb getrieben. Es wurde immer 
unmittelbar vor der Einwage 4 bis 5 Stunden lang bei 104° getrocknet. 
Der Gesamtstickstoff wurde entsprechend der KAjeldahlschen Vorschrift 
(I. ec.) in Proben des Materials von 0,5 bis 1 g bestimmt und die Ergebnisse 
in mg pro 100g der ofentrockenen Probe ausgedriickt. Zum AufschluB 
wurden Gasbrenner mit mehr oder weniger gleichmaBiger Heizkraft benutzt. 
Die Riicktitration der unverbrauchten Siéure wurde mit ungefahr n_ 30 
Alkali ausgefiihrt. 


1. Umfang des Abbaus im Stadium der ,,Klairung*. 


Die verschiedenen Proben der Hiilsenfriichte wurden mit konz. 
Schwefelsiure und Salzgemisch (K,SO, und CuSO,) in der tiblichen 
Weise aufgeschlossen. Bei einem Teil der Versuche wurde der AufschluB, 
bald nachdem die Mischung klar war, unterbrochen, wahrend bei anderen 
der AufschluB noch 20 bis 30 Minuten fortgesetzt wurde. Der im Auf- 
schluB gebildete Ammoniak-Stickstoff wurde dann bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I wiedergegeben. 

Wenn der AufschluB, bald nachdem das Gemisch sich zu klaren 
beginnt, unterbrochen wird, werden demnach ungleichmaBige und 
gewohnlich niedrige Werte erhalten. Es lassen sich jedoch iiberein- 
stimmende Ergebnisse erzielen, wenn der AufschluB noch einige Zeit 
iiber das Stadium der Kladrung hinaus fortgesetzt wird. Aus einer 
groBen Zahl von Versuchen war gefunden worden, daB unter den Ver- 
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Tabelle I. Stiekstoff in mg pro 100g (Durchschnittswerte). 








Auischlu®B mit konzentrierter AufschluB (nachdem tiher Nacht 
Schwefelsiure, in verdiinnter Schwefelsiure an- 
Hiilsenfriichte ,trocken* in iiblicher Weise gefeuchtet) ,,feucht*: modifiziert 
bei Klarung 20 bis 30 Min. bei Klirung 20 bis 30 Min. 
unterbrochen nach Klirung unterbrochen nach Klirung 
Kichererbse ......... 3396 +- 74 3482 + 12 3489 + 18 3482 + 
ree tn) cn Gres 3340 +- 74 3469 + 25 3476 + 3482 + 18 
Sojabohne .......... 5684+ 111 5772 + 25 5765 + 18 5784 + 12 
Helmbohne (I) ...... 3126 + 91 8270 + 12 3276 + 12 
Helmbohne (1). ve- 

WOMB & aidan wes cs 3434 + 49 3489 + 18 3494 + - 3494 + 12 
Mungobohne (I) ..... 3580 + 63 3702 4 3689 + 8 3696 
Mungobohne (I),  ge- 

Ge eta ete rae 8 3864 + 25 3877 + 12 3883 + 24 3877 + 

+ normaler Fehler vom Mittel. 


suchsbedingungen und mit verschiedenem verwandten Material, die 
Zeit, innerhalb der sich das Gemisch klarte, ungefahr 100 Minuten 
betrug und daB weitere 20 Minuten gewohnlich fiir den vollstandigen 
AufschluB hinreichend waren (s. Tabelle V und V1). 


Von dem einen von uns war kiirzlich gezeigt worden, daB bei 
Stickstoffbestimmungen in Béden nach der allgemeinen Kjeldahl- 
Methode des_,,trockenen*’ Aufschlysses (A. O. A.C., I. c¢.) schlecht 
iibereinstimmende Werte erhalten werden und da eine modifizierte 
..feuchte‘’ Methode, bei der der Boden vor dem AufschluB mit Wasser 
behandelt wird, héhere und besser iibereinstimmende Bestimmungen 
gibt (Sreenivasan, 1932, 1934, 1935: Sreenivasan und Subrahmanyan, 
1933). Spatere Untersucher haben ebenfalls die Notwendigkeit einer 
solchen Behandlung betont (s. Martin und Griffith, 1935: Walkley, 
1935; Ashton, 1936: Sreenivasan und Subrahmanyan, 1937). Um zu 
sehen, ob mit dieser Anderung das langere Erhitzen ersetzt werden 
konnte, wurden auch Aufschliisse der obigen Proben versucht, nachdem 
vorher mit verdiinnter (1:1) Schwefelsaure tiber Nacht angefeuchtet 
worden war. Die sowohl im Stadium der Klarung, wie 20 bis 30 Minuten 
nachher, erhaltenen Werte sind in der Tabelle I aufgefiihrt. Es konnte 
festgestellt werden, daB mehr oder weniger genaue und iibereinstimmende 
Werte, auch bei den Aufschliissen, die bald nach dem Klarwerden 
unterbrochen wurden, erhalten wurden. Ebenso war auch der Verlauf 
des Aufschlusses bei den Proben, die vorher in verdiinnter Schwefel- 
siure eingeweicht waren, schneller. Der ganze Aufschlu8 war in weniger 
als 90 Minuten fertig. 

Bei den ,,trockenen’’ Aufschliissen der geschalten Proben von 
Hiilsenfriichten waren die Unterschiede zwischen den im Stadium der 
Klarung und den nach vollstandigem AufschluB erhaltenen Werten 
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nicht so auffallend, wie bei den ungeschalten Proben. Im folgenden 
Versuch wurden in einigen Fallen die Schale und der Kern getrennt 
nach der ,,trockenen‘: Methode aufgeschlossen und die Aufschliisse 
beim Klarwerden unterbrochen. Die so erhaltenen Stickstoffwerte 
wurden mit denen verglichen, die man erhielt, wenn der AufschluB 
nach dem Klarwerden noch 20 Minuten fortgesetzt wurde. 


Tabelle I. Stickstoff in mg pro LOU g (Mittelwerte). 





Schale Kern 


Hiilsenfriichte AufschluB bis AufschluB bis 
~Kilarwerden | + 20Min. | Klarwerden + 20 Min. 
Bivhherhee icc. ice ct 1900 2006 4614 4673 
Helmbechne (II) ...... 1132 1207 4673 4732 
Kichererbse (II) ...... 615 647 4015 $142 
Mungobohne ([)...... 1669 1746 3864 3877 


Die Schale scheint demnach einem vollstandigen AufschluB mehr 
Widerstand entgegenzusetzen wie der Kern. Es sei hier erwahnt, dab 
bei Reishiilsen und anderem siliciumhaltigen Material beobachtet 
worden ist, daB sie nach der allgemeinen Kjeldahl-Methode verhaltnis- 
maBig schwer aufzuschlieBen sind (Sreenivasan, 1933: Patwardhan, 
personliche Mitteilung). 


2. EinfluB der Keimung auf die Leistungsfaihigkeit der ,,trockenen* und 
feuchten® Methoden des Aufschlusses. 


Es wurden Proben von Kichererbsen, Erbsen und Sojabohnen in ge- 
ringen Mengen (ungefihr 50 g) verschieden lange Zeiten gekeimt; es wurde 
nur soviel Wasser zugegeben, um die Keimung einzuleiten und sorgfaltig 
darauf geachtet, dais keine wasserléslichen Bestandteile wahrend der 
Keimung verlorengingen. Die gekeimten Samen wurden dann getrocknet, 
gepulvert und durch ein sechzigmaschiges Sieb gedriickt. Das so erhaltene 
Pulver wurde wie vorher .,trockenen*’ und ,,feuchten** Aufschliissen unter- 
worfen. Die Ergebnisse fiir die gekeimten Proben wurden stets auf das 
Originaltrockengewicht der Samen berechnet. 


Tabelle III. Stickstoff in mg pro 100g (Mittelwerte). 





Art des Aufschlusses 


, trocken”, bei Klirung .feucht, bei Khirung 
Hiilsenfriichte unterbrochen unterbrochen 


Dauer det Keimung (Stunden) 


0 24 48 72 0 24 4s 72 
Kichererbse ........ 3396 3434 3469 3469 || 3482 3482 3469 3469 
Sojabohne ......... 5684 5765 5802 | 5765 5784 5802 
iy 2) ere 3340 3494 3501 3476 | 3656 , 3514 33775 


mauwee Cra). eee 3464 3599 3649 3742 | 3514 3612 3623 3780 
Helmbohne (I)..... 3126 ©3180 — 3264 3276 3264 3270 
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Gekeimtes Material wird also sehr viel schneller aufgeschlossen 
und das Gemisch ist gewohnlich in 60 bis 75 Minuten klar; weiter laBt 
sich aus Tabelle III] ersehen, daB auch in solchen Fallen mit dem 
.,trockenen* AufschluB genaue Werte erhalten wurden, wenn man den 
AufschluB sefort nach dem Klarwerden destillierte. 


Bei Erbsen wurde indessen beobachtet, daB, obwohl wie in den 
anderen Fallen der Unterschied in den Stickstoffwerten zwischen den 
,,trockenen und ,,feuchten‘‘ Aufschliissen mit der Keimungsdauer 
abnahm, die gekeimten Samen dennoch héhere Werte fiir den Gesamt- 
stickstoff gaben, wie die ungekeimten; die Zunahme war recht erheblich 
und wurde mit zunehmender Keimungsdauer gréBer. Ein langeres 
Einweichen der ungekeimten Samenpulver (Probe II) selbst in 1: 1 
Schwefelsaure fiihrte zu keiner solchen Zunahme der Werte fiir den 
Gesamtstickstoff, wie sie mit den Pulvern aus gekeimten Samen beob- 
achtet wurde. 


Tabelle IV. 





Zeit des Einweichens in verdiinnter Schwefelsdure (1:1) Std.: 16 24 36 48 60 


tesamtstickstoff (mg pro 100 g) 3514 3494 3506) 3514 3500 


DaB es eine Zunahme im Stickstoffgehalt der Erbsen wahrend 
der Keimung gibt, haben einige friihefe Untersucher beobachtet (siehe 
Vita, 1932, a, b: 1935); dennoch bestanden erhebliche Meinungs- 
verschiedenheiten dariiber, ob die Samen zu einer Assimilation gas- 
férmigen Stickstoffs wahrend der Keimung befahigt sind (Smith und 
Wilson, 1935; Olsen, 1937 u.a.). Die Verfasser haben jedoch kiirzlich 
entscheidende Beweise, sowohl durch Bestimmungen des Gesamt- 
stickstoffs, wie durch davon unabhangige gasometrische Untersuchungen, 
dafiir gefunden, daB waihrend der Keimung eine Bindung von atmo- 
spharischem Stickstoff durch die Samen stattfindet (Sadasivan und 
Sreenivasan, 1937). 


3. Die fiir einen vollstindigen AufschluB erforderliche Zeit. 


Es wurde der AufschluB von Kichererbsen (I), ungekeimt wie 
gekeimt, sowohl mit der ,,trockenen“ wie mit der ,,feuchten** Methode 
unter sorgfaltig kontrollierten Bedingungen und verschieden lJangen 
Zeiten nach dem Klarwerden durchgefiihrt. Aus den Aufschliissen 
wurde dann das Ammoniak herausdestilliert. Die erhaltenen Stickstoff- 
werte sind in Tabelle V aufgezeichnet. 

Es sei festgestellt, daB bei der ,,feuchten** AufschluBmethode 
schon beim Stadium des Klarwerdens genaue Werte erhalten werden, 
wahrend beim ,,trockenen‘‘ AufschluB von ungekeimten Samen der 
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Tabelle V. Stickstoff in mg pro 100g (Mittelwerte). 





Zeit nach dem Klarwerden in Minuten 


0 5 10 20 30 60 


Ungekeimt, ,,trocken“ ..... 3396 3445 3469 3482 3489 3476 

= feucht’s ...... 3494 3494 3482 3482 3476 3482 
72 Std. gekeimt, ,,trocken* 3482 3469 3469 3489 3469 
f° # ae , feucht*. 3489 . 3476 3482 3482 3476 


AufschluB ungefahr 20 Minuten nach dem Zeitpunkt, wo das Gemisch 
klar wird, vollstandig ist. Ahnliche Werte werden auch bei anderen 
Hiilsenfriichten erhalten (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





,Trockener* AufschluB »Feuchter* AufschlubB 
Hiilsenfriichte ungekeimt 72 Std. gekeimt ungekeimt 72 Std. gekeimt 





'Kilérung +15 Min. Klirung| +15Min. Klairung +15Min.| Klairung + 15 Min. 
= - ; 


Kicher- 


erbse (II)... 3262 3508 3496 3501 3508 | 3516 3526 3494 
Adzukibohne. 3780 4142 4194 4175 | 4180 4166 4183 4191 
Mungo- 

bohne (II) . 3806 3984 4004 3980 3948 3961 4000 3964 
Erbsenbohne. 3782 3831 3895 3864 | 3847 3834 
Kuherbse*... 4272 4439 4568 4582 | 4452 4427 4568 
Helm- 

bohne(II).. 4180 4285 4323 4258 4272 4336 4323 


* Es scheint, daB wie bei Erbsen die Keimung der Kuherbse von einer Bindung von 
Stickstoff begleitet ist. Weitere Untersuchungen sind im Gange. 


Manche Untersucher (Ford u. M., |. c¢.: Ashton, |. c.) geben an, 
daB es bei der gewohnlichen (offiziellen) Ajeldahl-Methode oft not- 
wendig sei, den AufschluB nach dem Klarwerden noch | bis 3 Stunden 
fortzusetzen, bevor genaue Werte erhalten werden. Es sei aber bemerkt, 
daB ein langeres Erhitzen der aufgeschlossenen Masse gelegentlich zu 
einem Verlust an Ammoniak fiihren kann, auBer wenn sehr grobe 
Mengen von Saéure zum Aufschlu8 verwandt werden (Hibbard, 1910: 
Davis und Wise, 1933: Beet, 1932: Illarionow und Ssolowjewa, 1935: 
Beet und Furzey, |. c.:; Ashton, |. c. u. a.). 


Die vorhergehenden Beobachtungen legen den Gedanken nahe, 
daB beim Einweichen und nachfolgenden Erhitzen in verdiinnter 
Schwefelséure oder bei der Keimung ein teilweiser Abbau der stickstoff- 
haltigen K6érper in leichter aufspaltbare Substanzen stattfindet. Bei 
der Stickstoffbestimmung in Hiilsenfriichten ist es stets ratsam, den 
.feuchten‘‘ AufschluBweg zu wahlen. Diese AufschluBmethode nach 
vorheriger Zugabe von Wasser fiihrte in Fallen von schwer aufschlieB- 
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baren organischen Verbindungen zu Ergebnissen, die sich gut mit den 
Stickstoffwerten vergleichen lassen, wie sie nach der Dumasschen 
Verbrennungsmethode erhalten werden. 


4. Eine mégliche Ursache fiir die Unvollstandigkeit des Aufschlusses im 
Stadium des Klarwerdens. 

Wie oben erwahnt, ist ein AufschluB bei ,,Klarung‘’ gewohnlich 
unvollstandig und es folgt daraus, daB in dem AufschluB im Stadium 
des Klarwerdens noch unoxydiertes organisches Material vorhanden 
sein muB. Es ist méglich, daB das waihrend des Aufschlusses frei werdende 
SO, auf das organische Material eine bleichende Wirkung ausiibt und 
so einen vollstandigen AufschluB vortauscht. Um dies zu_priifen 
wurden Proben (0,5 g) von Kichererbsen auf dem gewoéhnlichen Weg 
mit Saure und Salzgemisch ,,trocken‘' aufgeschlossen. Wenn das 
Schaumen nachgelassen hatte und das Gemisch bernsteinfarben ge- 
worden war, wurde der Kolbeninhalt mit 1 g Natriumsulfit behandelt 
und der Aufschlu8 bis zum Stadium des Klarwerdens und verschieden 
lang nach der Klarung fortgesetzt.. Die Ergebnisse sind in Tabelle VII 
zusammengestellt. 

Tabelle VII. 





AufschluBzeit klar + 10 Min. 20 Min. + 30 Min. + 60 Min. + 90 Min. 


Gesamtstickstoff 
mg pro 100g... | 3182 3286 3351 3382 3462 3476 


In den Versuchen mit langen AufschluBzeiten wurde sorgfaltig 
darauf gesehen, daB die Sauremenge in dem Kolben nicht zu gering 
wurde, um _ keinen Stickstoff zu verlieren. Verglichen mit dem 
unbehandelten Mehl (Tabelle V) werden also im Stadium des Klar- 
werdens (Tabelle VII) betrichtlich niedrigere Werte erhalten, wenn 
Natriumsulfit dem Gemisch zugesetzt wurde. Weiter, daB selbst ein 
einstiindiges ,,Nacherhitzen’* in diesen Fallen nicht ausreichend ist. 
Ahnlich niedrige Werte erhalt man, wenn man vor dem Klarwerden 
einen maBigen Strom SO, durch das AufschluBgemisch leitet. Die 
mégliche bleichende Wirkung des Schwefeldioxyds, wodurch eine 
vollstandige Umwandlung des organischen Stickstoffs in Ammonsulfat 
vorgetauscht werden kann, ist in diesem Laboratorium schon friiher 
im Zusammenhang mit dem AufschluB der Hefe beobachtet worden 
(S. Rajagopal und V.Subrahmanyan, Privatmitteilung). 


Die Gegenwart von unoxydiertem organischem Material in dem 
AufschluB im Stadium des Klarwerdens war auch unabhangig davon 
durch Bestimmungen des Kohlenstoffs gezeigt worden (Bhaskaran u. M., 
1936). So wurde in einem Versuch, nachdem Kichererbsen (0,5 g) auf 
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gewohnlichem Wege aufgeschlossen waren und der AufschluB bei der 
Klarung unterbrochen wurde, im Riickstand ein Kohlenstoffgehalt 
von 9,1 mg gefunden, im Vergleich zu 12.3 mg in einem AufschluB, 
der unter ahnlichen Bedingungen gemacht war, nur daB 1.0 ¢ Natrium- 
sulfit, wie oben beschrieben, zugesetzt wurde. 

So ist das Klarwerden nicht zuletzt auf die bleichende Wirkung 
des Schwefeldioxyds zuriickzufiihren, das dauernd wahrend des Auf- 
schlusses entwickelt wird. Es ist méglich, daB es bestimmte Formen 
von organischem Stickstoff gibt, die bei Abwesenheit von Wasser 
einem vollstandigen AufschluB widerstehen und so ein Bleichen durch 
Schwefeldioxyd méglich wird. Diese Stoffe werden vermutlich bei 
einem vorhergehenden Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsdiure, wie 
bei der Methode des ,.feuchten‘: Aufschlusses, in einfachere Produkte 
abgebaut. 

Zusammenfassung. 

1. Bei der Bestimmung des Gesamtstickstoffs in Hiilsenfriichten 
nach der K jeldahl-Methode durch AufschluB mit konzentrierter Schwefel- 
siure werden niedrige und unregelmaBige Werte erhalten, wenn der 
AufschluB bald nachdem das Gemisch klar wird unterbrochen wird. 
Genaue und iibereinstimmende Bestimmungen werden nur erhalten, 
wenn der AufschluB nach dem Klarwerden noch 20 bis 30 Minuten 
fortgesetzt wird. 

2. Ein Anfeuchten mit Wasser vor dem AufschluB beschleunigt 
den ProzeB des AufschlieBens, und es werden mit diesem Verfahren 
genaue Werte erhalten, auch wenn der AufschluB sofort nachdem das 
Gemisch sich geklart hat unterbrochen wird. 

3. Gekeimte Hiilsenfriichte werden schneller aufgeschlossen und 
der AufschluB ist in solchen Fallen auch bei Klarung bereits vollstandig. 

4. Bei Erbsen geben die gekeimten Samen héhere Werte fiir den 

Gesamtstickstoff als ungekeimte auch nach vollstandigem AufschluB. 
Dies miiBte endgiiltig auf eine Assimilation von gasférmigem Stickstoff 
wahrend der Keimung zuriickgefiihrt werden. 
5. Es wurde bewiesen, daB die niedrigen Stickstoffwerte, die im 
Stadium des Klarwerdens erhalten werden, dadurch zustande kommen, 
daB durch die teilweise bleichende Wirkung des Schwefeldioxyds auf 
die unaufgeschlossene organische Substanz ein vollstaéndiger AufschluB 
vorgetauscht wird. Die widerstandsfahigen Formen werden im Falle 
der feucht behandelten Proben leicht zerstért und deshalb kann man 
so genaue Werte erhalten, wenn der AufschluB auch im Stadium des 
Klarwerdens unterbrochen wird. 

Die Verfasser danken Herrn Prof. Subrahmanyan fiir sein freundliches 
Interesse und seine stete Hilfe. 
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Re-Synthese der Phenoloxydase aus Protein und Kupfer. 
Von Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 18. April 1938.) 


Gibt man zu einer Lésung der Phenoloxydase — die ein Kupfer- 
proteid ist! — Blausaure, so verschwindet die katalytische Wirksamkeit 
des Ferments. Dialysiert man die inaktivierte Fermentlésung gegen 
flieBendes Wasser, so kehrt die katalytische Wirksamkeit nicht zuriick. 

Ich habe gefunden, dai bei der Dialyse der blausdurehaltigen 
Fermentlésung das Kupfer aus der Fermentlésung herausgeht; man 
kann die volle katalytische Wirkung des Ferments wieder erzeugen, 
wenn man zu der kupferfreien dialysierten Lésung des Fermentproteins 
Kupfersalz hinzufiigt. Andere Metalle waren bei dem Versuch ohne 
Wirkung. Kupfer ohne das spezifische Fermentprotein war ohne 
Wirkung. Durch den Versuch ist bewiesen: 


1. daB das Kupfer die Wirkungsgruppe des Ferments ist, 

2. daB der reversibel abtrennbare Bestandteil des Ferments 
seine prosthetische Gruppe — Kupfer-/on ist. Prosthetische Gruppe 
und Wirkungsgruppe dieses Ferments sind also identisch. 


DaB es der Valenzwechsel des Kupfers ist, welcher der Wirkung 
des Ferments zugrunde liegt, kann man auf folgende einfache Weise 
zeigen: Ein ManometergefaB enthalt im Hauptraum die Ferment- 
lésung, im Gasraum Kohlenoxyd, in der Ansatzbirne Brenzcatechin. 
Gibt man das Brenzcatechin aus der Birne in den Hauptraum, so wird 
es von dem Ferment zu Orthochinon oxydiert und gleichzeitig eine dem 
Kupfer des Ferments dquivalente Menge Kohlenoxyd aus dem Gasraum 
absorbicert (das durch Blausaéure wieder in den Gasraum zuriickgetrieben 
werden kann). 

SchlieBlich bemerke ich noch, daB sich Hamocyanin ahnlich ver- 
halt wie das Ferment. Wurde kristallisiertes Octopus-Hamocyanin in 
Phosphat gelést und gegen Blausaure dialysiert, so ging das Kupfer 
aus dem Hamocyanin in die AuBeniésung. Wurde dann nach der 
Dialyse gegen Wasser — Kuproion zu der Proteinkomponente des 
Hamocyanins hinzugefiigt, so entstand wieder Hamocyanin, das wie 
das natiirliche Hamocyanin imstande war, Sauerstoff reversibel zu 
binden. » 


Herrn Professor Reinhard Dohrn von der Zoologischen Station Neapel 
spreche ich fiir die Sendung von Octopusblut meinen ergebensten Dank aus. 


1 Diese Zeitschr. 292, 221, 1937; Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938. 











Berichtigung 


zu der Arbeit ,,Kupfermangel als Ursache an Tierkrankheiten*’ von 
B. Sjollema’, 

In dieser Arbeit ist auf 8.374 nach den ersten beiden Zeilen von 
oben folgender Satz einzufiigen: ,,.In vier normalen, vom Schlachthof 
erhaltenen Lebern von Ziegen fanden wir: 99,1, 42,2, 90.6 und 
108,7 mg Cu. 


1 Diese Zeitschr. 295, 372, 1938. 
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